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INLEIDING. 
De meest uiteenloopende bacteriesoorten zijn in staat om 
bij het rund een meer of minder ernstige uierontsteking te 
veroorzaken. Daarbij zijn de streptococcen verreweg de meest 
voorkomende ziekteverwekkers. 
In vroeger jaren werd verondersteld, dat de bij de mastitis 
van het rund optredende streptococcen — behoudens zeldzame 
uitzonderingen — tot een enkele soort behoorden, die o. a. 
onder de namen Str. agalactiae (contagiosae) en Str. mastitidis 
beschreven werd. In de jaren 1930 tot en met 1934 werd 
echter aangetoond, dat de belangrijkste mastitis-veroorzakende 
streptococcen in vier groepen onderverdeeld konden worden 
en dat de door de vertegenwoordigers van deze verschillende 
groepen veroorzaakte mastitis een uiteenloopend karakter ver-
toonde. 
Daar het onderzoek van monsters melk en uiersecreet op 
mastitis-veroorzakende micro-organismen op het lactologische 
laboratorium van de Rijksseruminrichting tot de dagelijksche 
bezigheden behoort, werd het wenschelijk geacht de daarbij 
gei'soleerde streptococcen te differentieeren. Bij een dergelijk 
onderzoek zou dan tevens blijken, of de in de literatuur ge-
noemde streptococcensoorten ook in Nederland voorkomen 
en zoo ja, in welke verhouding zij in de ter onderzoek ont-
vangen monsters aanwezig waren. 
In de literatuur werden enkele voedingsbodems aanbevolen, 
waarmede de differentiatie op tamelijk eenvoudige wijze zou 
gelukken. Naar het scheen zou dus gemakkelijk aan de gestelde 
opgave kunnen worden voldaan. Reeds spoedig bleek echter, 
dat aan de toepassing van de voorgestelde methoden van onder-
zoek ernstige bezwaren waren verbonden en dat in een groot 
aantal gevallen twijfelachtige resultaten werden verkregen. 
Het was dus van belang te onderzoeken, of de streptococcen 
niet op eenvoudiger wijze en met zekerder resultaten zouden 
kunnen worden aangetoond en gedifferentieerd. Voor een 
dergelijk onderzoek was het noodzakelijk eerst de eigen-
schappen van de verschillende streptococcen nader te bestu-
deeren. Daarom werd besloten een meer uitvoerig biochemisch 
onderzoek toe te passen. 
Hoewel bij dit onderzoek bleek, dat inderdaad streptococcen 
l 
gei'soleerd konden worden, die volledig de in de literatuur 
beschreven eigenschappen bezaten, kwamen toch geregeld 
stammen voor, die in enkele eigenschappen afwijkingen ver-
toonden. Dergelijke afwijkende stammen werden in de litera-
tuur niet beschreven. Een meer uitvoerig onderzoek naar de 
identiteit van deze streptococcen was dus noodzakelijk. Daarom 
werd het serologische onderzoek aan de reeds in gebruik zijnde 
methoden van onderzoek toegevoegd. 
Het onderzoek was dus langzamerhand aanmerkelijk uit-
gebreid. Niettemin bleef het belangrijkste doel, een methode 
uit te werken, waarmede de mastitis-veroorzakende strepto-
coccen op eenvoudige wijze snel en doeltreffend konden 
worden aangetoond en gedifferentieerd. 
Over de resultaten van deze onderzoekingen wordt in de 
hier volgende studie uitvoerig bericht. 
EERSTE DEEL. 
LITERATUUR. 
HOOFDSTUK 1. 
ALGEMEEN OVERZICHT. 
§ 1. Nomenc la tuur . 
De belangrijkste der bij de mastitis van het rund voor-
komende streptococcen is wel die der chronische streptococcen-
mastitis of „gelbe Gait", welke thans door BERGEY et al. (1939) 
onder den naam Streptococcus agalactiae Lehmann en Neu-
mann wordt beschreven. Daardoor heeft deze naam de laatste 
jaren ook in de Amerikaansche literatuur meer algemeen 
ingang gevonden. De naam Str. mastitidis, die het laatste nog 
door SHERMAN (1937) werd gebruikt, heeft daarmede wel voor-
goed afgedaan. Ook KLIMMER en HAUPT (1930) stelden reeds 
„Str. agalactiae" voor, doch meenden daaraan hun eigen naam 
te mogen verbinden. De bezwareri, die zij tegen de toevoeging 
„Lehmann en Neumann" opperden, lijken gezocht. Indien zij 
ervan overtuigd waren, dat LEHMANN en NEUMANN een andere 
streptococcensoort beschreven, hadden zij niet dezelfde soort-
naam mogen gebruiken. Zoowel door LEHMANN en NEUMANN 
als door KLIMMER en HAUPT werd echter ongetwijfeld dezelfde 
streptococcensoort bedoeld. Voor het groote aantal synoniemen 
voor Str. agalactiae kan gevoegelijk naar BERGEY verwezen 
worden. 
De streptococcen der „Mastitis acuta" werden het eerst door 
DIERHHOFER (1930) beschreven. Later stelde dezelfde onder-
zoeker (1932-c) den naam ^Streptococcus dysgalactiaey> voor. 
Deze benaming heeft inmiddels algemeen ingang gevonden, 
zoodat de nomenclatuur voor deze streptococcensoort geen 
nioeilijkheden oplevert. Zij dient als Streptococcus dysgalactiae 
Diernhofer aangeduid te worden. Synoniemen zijn: „Non-
haemolytic mastitis streptococcus, group I I" (S. J. EDWARDS, 
1932) en ^Streptococcus pseudo-agalactiae" (PLASTRIDGE en 
HARTSELL, 1937). Dat de laatstgenoemde streptococcensoort 
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als identiek met Str. dysgalactiae beschouwd moet worden, 
werd reeds op grond van de in het genoemde artikel verstrekte 
gegevens voor mogelijk gehouden, en bovendien bevestigd in 
een persoonlijk schrijven van PLASTRIDGE (1939). 
Door S. J. EDWARDS (1932) werd nog een nieuwe strepto-
coccensoort beschreven, die een meer goedaardig verloopende, 
chronische mastitis bij het rund zou veroorzaken. Hij duidde 
deze voorloopig als „Non-haemolytic mastitisstreptococcus 
groupIlP'aan. DIERNHOFER (1932-c)stelde den naam „Strepto~ 
coccus uberis" voor, die inmiddelsvrij algemeen is overgenomen. 
De juiste benaming is dus Streptococcus uberis Diernhofer. 
Daar de eerste beschrijving van deze streptococcensoort door 
EDWARDS werd gegeven, wordt vooral in de Amerikaansche 
literatuur nog wel eens van „group III mastitisstreptococci,, 
gesproken. PLASTRIDGE en HARTSELL (1937) gebruikten de 
aanduiding „Group Ba" voor streptococcen, die biochemisch 
niet van Str. uberis te onderscheiden zijn en die daarmede, 
zooals PLASTRIDGE, ANDERSON en SEREMET (1938) ook aan-
geven, vermoedelijk identiek zijn. 
Uit de onderzoekingen van OGURA (1929), P. R. EDWARDS 
(1932, 1933, 1934, 1935) en LANCEFIELD (1933) bleek, dat 
de vroeger meestal als ^Streptococcus pyogenes" aangeduide 
streptococcen, die onder andere reeds door DIERNHOFER (1930) 
bij de uierontsteking van het rund waren aangetoond, in eenige 
soorten uiteenvielen. De haemolytische streptococcen, die ge-
woonlijk uit van menschen afkomstig ziektemateriaal gei'so-
leerd werden, konden door LANCEFIELD (1933) in een afzon-
derlijke serologische groep ondergebracht worden. BERGEY et al. 
(1939) reserveeren voor deze soort den naam Streptococcus 
pyogenes Rosenbach. Dit is ongetwijfeld juist, daar met dezen 
naam steeds de bij menschen voorkomende soort bedoeld werd. 
Voor de vele synoniemen moge naar BERGEY verwezen worden. 
De oude naam in verband met mastitis was Streptococcus 
epidemicus Davis. 
De beide andere haemolytische streptococcen, die onder-
scheiden werden, konden door LANCEFIELD (1933) en P. R. 
EDWARDS (1934, 1935) in een serologische groep (C) worden 
ingedeeld. Zij mogen waarschijnlijk niet als varianten van 
Str. pyogenes Rosenbach beschouwd worden. Is deze veronder-
stelling juist, dan mogen zij ook niet met den soortnaam 
„pyogenes" aangeduid worden. BERGEY geef t voor deze strepto-
coccal geen soortnaam aan. Ook in de literatuur wordt meestal 
de soortnaam Str. pyogenes vermeden. 
De vooral in de Amerikaansche literatuur gebezigde om-
schrijvingen als „animal pyogenes" en „human C-streptococci" 
zijn echter niet in goed Nederlandsch te vertalen en om-
slachtig in het gebruik. Zoolang geen systematisch juiste 
nomenclatuur is aangegeven, leek het daarom gewenscht den 
soortnaam „pyogenes" waaronder deze streptococcen — voor-
dat de differentiatie mogelijk was — steeds werden beschreven, 
voorloopig aan te houden. Voor de aanduiding van de sero-
logische groep en het biochemische type werden door BROWN 
(1937) en BENDIXEN (1937) reeds zeer practische afkortingen 
gebruikt. Deze werden daarom overgenomen. In deze studie 
is zoodoende de volgende nomenclatuur toegepast: 
Streptococcus pyogenes (A) voor Str. pyogenes Rosenbach, 
Streptococcus pyogenes (Ca) voor de haemolytische sorbiet-
splitsende streptococcen van groep C, die door P. R. EDWARDS 
(1935) als „type A animal streptococci" en door SHERMAN 
(1937) als „animal pyogenes" werden aangeduid, en 
Streptococcus pyogenes (Ch) voor de haemolytische treha-
lose-splitsende stammen van groep C, die door R. P. EDWARDS 
(1935) als „type B animal streptococci" en door SHERMAN 
(1937) als „human C streptococci" werden aangeduid. 
Toen dit proefschrift reeds grootendeels voltooid was, ver-
scheen een overzicht van SEELEMANN ( 1 9 4 1 - C ) over de indee-
ling der streptococcen. Hij gebruikt daarin weer een andere 
nomenclatuur, die echter evenmin aan de internationale regelen 
voldoet en dus ook als provisorisch beschouwd moet worden. 
Daar de door mij gebruikte nomenclatuur bovendien eenvou-
diger is, was er geen enkele reden om die van SEELEMANN over 
te nemen. Het blijkt hieruit echter, dat het dringend gewenscht 
is, dat een systematisch juiste nomenclatuur wordt aangegeven. 
Als zoodanig komen naar mijn meening de volgende bena-
mingen in aanmerking: 
streptococcus pyosepticus var. animalis voor Str. pyogenes 
(Ca) („type A animal streptococci" volgens EDWARDS, „animal 
pyogenes" volgens SHERMAN, of Str. pyogenes animalis (Gruppe 
C) volgens SEELEMANN). 
Streptococcus pyosepticus var. humanus voor Sir. pyogenes 
(Cb) („type B animal streptococci" volgens EDWARDS, „human 
C streptococci" volgens SHERMAN, of Sir. pyogenes „human C" 
(Gruppe C) volgens SEELEMANN) . 
Daarnaast blijf t dan de naam Streptococcus pyogenes Rosen-
bach uitsluitend geldig voor de haemolytische streptococcen 
van groep A. 
Hierbij wordt dus een nieuwe soort, Streptococcus pyosep-
ticus, opgesteld, die twee varianten bevat. Daartoe werd aan-
leiding gevonden in het feit, dat de beide genoemde vormen 
zich op belangrijke punten van de klassieke streptococ van 
Rosenbach onderscheiden, doch onderling betrekkelijk weinig 
verschillen, terwijl de soortnaam aanduidt, dat zij zoowel 
ontstekingsprocessen veroorzaken als aanleiding kunnen zijn 
tot sepsis. 
Het was om verschillende redenen niet meer mogelijk deze 
nomenclatuur nog in deze studie toe te passen, zoodat daarin 
nog de eerder voorgestelde, voorloopige benamingen zijn 
gehandhaafd. 
§ 2. Historisch overzicht. 
Het causale verband tusschen streptococcen en mastitis bij 
het rund werd het eerste waargenomen door NOCARD en MOL-
LEREAU (1884). Sindsdien werden geruimen tijd alle in ver-
band met mastitis gevonden streptococcen verondersteld te 
behooren tot de soort, die door NOCARD en MOLLEREAU (1887) 
beschreven werd. 
Door het voorkomen van zoogenaamde „melk-epidemien" 
van angina bij den mensch, werden in Amerika echter reeds 
vroeg sterk haemolytische streptococcen van het type „Str. 
pyogenes99 met de mastitis bij het rund in verband gebracht 
(DAVIS, 1912; DAVIS en CAPPS, 1914; CAPPS en DAVIS, 1914). 
Volgens JONES (19i8-b) zou herhaaldelijk een infectie van de 
uier door haemolytische streptococcen voorkomen. Bij het 
biochemische onderzoek konden deze streptococcen echter niet 
gescheiden worden van de eveneens gei'soleerde niet-haemoly-
tische stammen, terwijl door het optreden van haemolyse even-
min een scherp onderscheid met „Str. pyogenes99 mogelijk was. 
De eerste belangrijke verbetering werd gebracht door AYERS 
en RUPP (1922). Door hen werd het onderzoek naar de hydro-
lyse van natriumhippuraat aanbevolen voor de differentiatie 
van haemolytische streptococcen, afkomstig uit materiaal van 
de mensch en van het rund. Het werd daardoor mogelijk, dat 
AYERS en MUDGE (1922) de haemolytische streptococcen, die 
geregeld bij de mastitis van het rund bleken voor te komen, 
met zekerheid van
 yyStr. pyogenes" konden onderscheiden. 
Ook bij de onderzoekingen van DIERNHOFER (1930), die voor 
het eerst ook in Europa enkele gevallen van mastitis door „Str. 
pyogenes" waarnam, en bovendien Str. dysgalactiae als nieuwe, 
zelfstandig mastitis-veroorzakende streptococcensoort be-
schreef, speelde het onderzoek naar de hydrolyse van natrium-
hippuraat een belangrijke rol. Het voorkomen van
 yyStr. 
pyogenes" bij de mastitis van het rund werd nog eens bevestigd 
door SEELEMANN en HADENFELDT (1930, 1932-b) en door 
MINETT en STABLEFORTH (1931), terwijl EDWARDS (1932) het 
voorkomen van Str. dysgalactiae bevestigde. 
Door bovendien gebruik te maken van het onderzoek naar 
de splitsing van een grootere reeks van koolhydraten, kon S. J. 
EDWARDS (1932) als vierde mastitis-veroorzakende strepto-
coccensoort Str. tiberis onderscheiden. Hoewel EDWARDS bij 
zijn onderzoekingen reeds aesculine gebruikte, is het de ver-
dienste van DIERNHOFER ( 1 9 3 2 - C ) , op het belang van het 
onderzoek naar de hydrolyse van dit glucoside gewezen te 
hebben. Hij bevestigde ook het voorkomen van Str. tiberis bij 
de mastitis van het rund. 
Noch bij de onderzoekingen van DIERNHOFER (1930), noch 
bij de onderzoekingen van SEELEMANN en HADENFELDT (1930, 
1932-b), MINETT en STABLEFORTH (1931), HERGESELL (1931) 
en STEENBLOCK (1932), konden verschillen worden aangetoond 
tusschen de bij de mastitis van het rund geisoleerde stammen 
van yyStr. pyogenes" en stammen, die geisoleerd waren uit van 
menschen afkomstig materiaal. SEELEMANN en HADENFELDT 
(1932-c) kwamen zelfs tot de conclusie, dat de stammen van 
beiderlei herkomst identiek zouden zijn. Het tegendeel werd 
echter aangetoond door P. R. EDWARDS (1932 en 1933). Deze 
maakte gebruik van de waarnemingen van OGURA (1929), dat 
de bij net paard voorkomende haemolytische streptococcen 
door middel van het onderzoek naar de zuurvorming uit 
lactose, trehalose en sorbiet in drie groepen ingedeeld konden 
worden. P. R. EDWARDS paste dit onderzoek nu meer algemeen 
toe bij de differentiate van haemolytische streptococcen van 
verschillende herkomst. Hij beperkte het onderzoek echter tot 
stammen, die geen hydrolyse van natrium-hippuraat veroor-
zaakten. De stammen, die afkomstig waren uit materiaal van 
de mensch, splitsten alien trehalose en geen sorbiet, terwijl de 
stammen uit van verschillende dieren afkomstig materiaal — 
op enkele uitzonderingen na — wel sorbiet aantastten, doch 
geen trehalose. De waarnemingen van P. R. EDWARDS werden 
grootendeels bevestigd door PLUMMER (1934). 
Inmiddels was ook LANCEFIELD (1933) langs geheel anderen 
weg tot de conclusie gekomen, dat de stammen van menschen 
en dieren niet identiek waren. Bij het serologische onderzoek 
bleek haar, dat de stammen van „Str. pyogenes" uit van men-
schen afkomstig materiaal tot een andere serologische groep 
behoorden (groep A) dan de stammen uit materiaal van dier-
lijken oorsprong (groep C) . P. R. EDWARDS (1934-a, 193 5) 
controleerde zijn eigen resultaten met behulp van het serolo-
gische onderzoek, zooals dit aangegeven was door LANCEFIELD. 
Het bleek daarbij, dat een kleine tusschengroep gemaakt moest 
worden, die volgens de resultaten van het biochemische onder-
zoek tot het van menschen afkomstige type behoorde, doch 
die serologisch in groep C ingedeeld moest worden („Human-
C") . Deze stammen werden zoowel bij menschen als bij dieren 
geisoleerd. In totaal werden dus drie typen van „Str. pyogenes" 
herkend: 
Str. pyogenes (A), de tusschenvorm Str. pyogenes (Ch) 
en de sorbiet aantastende vorm Str. pyogenes (Ca). Hoewel 
enkele stammen van Str. pyogenes (A) afkomstig waren uit 
de uier van runderen „to which epidemics of septic sore throat 
had been traced", behoorde een veel grooter aantal van mastitis 
afkomstige stammen tot het type Str. pyogenes (Ca). Het 
voorkomen van Str. pyogenes (A) bij de mastitis van het rund 
werd bevestigd door HENNINGSEN en ERNST (1938) en door 
BENDIXEN en MINETT (1938). 
SEELEMANN en HADENFELDT (1934) vermeldden een geval 
van mastitis door een sorbiet-splitsenden stam van
 y,Str. pyo-
genes". Een serologisch onderzoek werd daarbij niet verricht, 
doch er kan niet aan getwijfeld worden, dat dit Str. pyogenes 
(Ca) was. Ook door mij (1940) werd in een voorloopige mede-
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deeling bevestigd, dat Str. pyogenes (Ca) in enkele gevallen 
bij de uierontsteking van het rund voorkomt. 
Mededeelingen over het voorkomen van Str. pyogenes (Ch) 
bij de mastitis van het rund zijn mij niet bekend. Wei werd dit 
type door SHERMAN en NIVEN (1938) uit marktmelk geiso-
leerd. 
HOOFDSTUK 2. 
DE VERSCHILLENDE STREPTOCOCCENSOORTEN: 
BIOCHEMISCHE EIGENSCHAPPEN. 
§ 1. Streptococcus agalactiae. 
Daar AYERS en MUDGE (1922) reeds gebruik maakten van 
het onderzoek naar de hydrolyse van natriumhippuraat, moet 
bij de door hen verrichte onderzoekingen een verwarring met 
„Str. pyogenes" o£ Str. dysgalactiae practisch uitgesloten ge-
acht worden. Daar tevens het gedrag in lakmoesmelk en de 
zuurvorming uit verschillende koolhydraten nagegaan werd, 
was bovendien een verwarring met Str. uberis en met sapro-
phyten niet mogelijk. De beschrijving van AYERS en MUDGE 
moet dan ook als de eerste nauwkeurige beschrijving van Str. 
agalactiae beschouwd worden. 
Een belangrijk aantal stammen veroorzaakte beta-haemolyse. 
Alle stammen veroorzaakten hydrolyse van natriumhippuraat. 
Lakmoesmelk werd door zuurvorming gestremd, zonder 
reductie. Uit lactose en saccharose werd zuur gevormd; 
raffinose, manniet en inuline werden niet aangetast. Slechts 
ongeveer de helft der onderzochte stammen splitste salicine. 
De meeste van deze eigenschappen werden door latere onder-
zoekers bevestigd. Volgens KLIMMER en HAUPT (1927, 1930) 
en KLIMMER, HAUPT en ROOTS (1928) zou Str. agalactiae echter 
nooit echte beta-haemolyse volgens BROWN (1919) veroor-
zaken. Tot in de laatste publicaties blijven KJLIMMER en HAUPT 
(193 J, 193 8-b) bij deze opvatting. Zij staan hierin echter 
vrijwel alleen. Bij de onderzoekingen van MINETT, STABLE-
FORTH en EDWARDS (1929) (gecorrigeerd door MINETT en 
STABLEFORTH, 1931), DIERNHOFER (1932-a) en LANCEFIELD 
(1933, 1934-a en b) werden de waarnemingen van AYERS en 
MUDGE volkomen bevestigd. Uit een discussie tusschen HAUPT 
(1931, 1933) en MINETT, STABLEFORTH en EDWARDS (1931) 
blijkt, dat bij het onderzoek naar de haemolyse door KLIMMER 
en HAUPT een andere methodiek wordt toegepast dan door de 
overige onderzoekers. Ook BROWN (1937) zelf kwam tot de 
conclusie, dat een aantal stammen van Str. agalactiae echte 
beta-haemolyse veroorzaakt, doch dat daarbij verschUlen met 
de beta-haemolyse door Str. pyogenes zijn waar te nemen. Hij 
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gebruikt hiervoor verder de term „double-zone beta-haemo-
lysis". Bij het onderzoek van 160 stammen van Str. agalactiae 
vond FERGUSON (1938), dat 26 stammen geen verandering, 52 
stammen een groene verkleuring, 73 stammen een nauwe hae-
molytische zone en 9 stammen een zeer breede zone van haemo-
lyse in bloedagar veroorzaakten. Bij deze laatste stammen had 
de haemolytische zone een doorsnede van 3 tot 6 millimeter, 
waarbij de volkomen heldere kern omgeven was door een ring 
van gedeeltelijke haemolyse. Hierdoor onderscheidde de hae-
molyse zich van die door Str. pyogenes groep C, waarbij de 
heldere zone scherp begrensd was. Tenslotte deelt ook SEELE-
MANN (1941-c) mede, dat een aantal stammen van Str. aga-
lactiae een „zwakke" haemolyse veroorzaakt. Dit zou echter 
geen echte beta-haemolyse zijn, die bij Str. agalactiae ook niet 
zou voorkomen. SEELEMANN paste de methodiek van KLIMMER 
en HAUPT toe. 
Op andere punten komen nagenoeg geen afwijkingen van 
de door AYERS en MUDGE gegeven beschrijving in de literatuur 
voor. Volgens HANSEN (1935) zou na de stremming van lak-
moesmelk gedeeltelijke reductie kunnen optreden, doch bij dit 
onderzoek werd geen onderscheid gemaakt tusschen Str. 
agalactiae en Str. dysgalactiae! Volgens ROSELL (1931), 
HANSEN (1935) en STEWART (1937) zouden oude labor ato-
riumstammen vaak geen stremming van lakmoesmelk meer 
veroorzaken. Bij versch uit melk of uiersecreet geisoleerde 
stammen werd dit echter niet waargenomen. STEWART (1937) 
vond een, STABLEFORTH (1937) twee stammen, die geen 
hydrolyse van natriumhippuraat veroorzaakten, terwijl laatst-
genoemde nog een manniet-splitsende stam vermeldt. 
In den loop der jaren werd nog een aantal nieuwe eigen-
schappen van Str. agalactiae beschreven. SEELEMANN (1928), 
die evenals de meeste onderzoekers in dien tijd veel belang 
necntte aan de heldere groeiwijze in bouillon, verbond deze 
eigenschap met het typische „kluwenachtige" uiterlijk van de 
agarkolonien. Deze waarneming werd bevestigd door BISCHOFF 
(1930) en door KRAGE en GIPMANN (1931), die echter ook 
meer gladrandige kolonien waarnamen, die een lichte troebe-
ling van de bouilloncultuur veroorzaakten. Volgens DIERN-
HOFER (1932-a) zouden vooral haemolytische stammen van 
btr. agalactiae een troebeling in bouillon veroorzaken. Ook 
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SEELEMANN (1932-a, 1939) nam deze „atypische vorm" van 
Str. agalactiae later veel waar en hield deze van de „typische" 
kluwenachtige kolonievorm gescheiden. De atypische vorm 
zou volgens SEELEMANN en SIEMONSEN (1940) ook op den 
voorgrond treden bij nieuwe infecties na mond- en klauwzeer. 
SEELEMANN en HADENFELDT (1933) vonden bij de bestrijding 
van de door Str. agalactiae veroorzaakte mastitis, dat de strep-
tococcen, als deze na de behandeling in de melk terug keerden, 
nagenoeg steeds in den „atypischen" vorm aanwezig waren. 
Zij bevestigden ook de waarnemingen van DIERNHOFER 
(1933), dat de kolonien van de „atypische" stammen vanaf 
den zesden dag uitloopers vormen, die, indien zij rein over-
geent worden, den constanten „typischen" vorm opleveren. 
Dergelijke waarnemingen werden eveneens gedaan door 
DAWSON, HOBBY en OLMSTEAD (1930). Volgens VEENBAAS en 
SJOLLEMA (1939) zou er geen scherpe scheiding tusschen de 
beide vormen te trekken zijn. 
Na de beschrijving van den typischen kolonievorm door 
SEELEMANN merkte DIERNHOFER (1930) op, dat de op serum-
houdende voedingsbodems gegroeide kolonien van Str. aga-
lactiae meestal een slijmige consistentie bezaten, zoodat met de 
entnaald draadjes van de kolonien getrokken konden worden. 
Aan dit kenmerk is in de literatuur verder geen aandacht 
besteed. 
Door S. J. EDWARDS (1932) werd het onderzoek naar de 
hydrolyse van aesculine ingevoerd. Str. agalactiae tastte dit 
glucoside niet aan, hetgeen later steeds bevestigd werd. Alleen 
FERGUSON (1938) vond, dat ongeveer 10 % der stammen zeer 
zwak aesculine splitste. In de bijgevoegde tabel gaf zij deze 
stammen echter aan als negatief voor de splitsing van aesculine. 
Volgens LANCEFIELD (1933) werd steeds trehalose gesplitst. 
Sorbiet werd niet aangetast. Volgens HANSEN (1935) zouden 
niet alle stammen zuur vormen uit trehalose. 
LANCEFIELD (1933) toonde door middel van de praecipitatie-
methode aan, dat Str. agalactiae op zichzelf een serologische 
groep (B) vormt. Bij latere onderzoekingen (1934-a) maakte 
zij nog een onderverdeeling in eenige serologische typen. Aan 
STABLEFORTH (1932, 1937, 1938) en STEWART (1937) gelukte 
het om Str. agalactiae met behulp van de agglutinatie-methode 
in een groot aantal serologische typen te splitsen. 
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§ 2. Streptococcus dysgalactiae. 
Na de beschrijving van de streptococcen der „Mastitis 
acuta" door DIERNHOFER (1930), vestigden ook MINETT, 
STABLEFORTH en EDWARDS (1932) de aandacht op de meer 
acute vormen van streptococcenmastitis, terwijl S. J. EDWARDS 
(1932) nog eens een uitvoerige beschrijving van de daarbij 
optredende streptococcen gaf (group II) . Nadat MINETT hem 
eenige stammen ter vergelijking had toegezonden, stelde 
DIERNHOFER ( 1 9 3 2 - C ) vast, dat zijn stammen identiek waren 
met die van MINETT en EDWARDS. Zoowel DIERNHOFER als 
EDWARDS bewezen het causale verband van deze strepto-
coccensoort met mastitis bij het rund door infectieproeven. 
Volgens de genoemde onderzoekers was Str. dysgalactiae in 
het microscopische praeparaat van het sediment niet van 
melkzuurstreptococcen te onderscheiden; evenmin op agar, 
op bloedagar en in bouillon (troebel!). De kolonien op 
serumhoudende voedingsbodems waren niet slijmig of draden-
trekkend bij aanraking met de entnaald. Het microscopische 
praeparaat van de bouilloncultuur gaf vrij kleine diplococcen 
tot korte streptococcen te zien. Lakmoesmelk werd volgens 
DIERNHOFER snel gereduceerd en niet, of eerst na 3 dagen, 
gestremd. EDWARDS gaf daarentegen aan, dat in lakmoesmelk 
een zwakke zuurvorming zonder stremming plaats had of 
stremming in 48 uur met reductie in het benedenste 2h ge-
deelte van het buisje. In het laatste geval was de reductie 
na 5 dagen weer volkomen verdwenen. Str. dysgalactiae 
veroorzaakte geen haemolyse; natriumhippuraat werd niet 
gehydrolyseerd. Uit lactose en saccharose werd zuur ge-
vormd, uit raffinose, salicine, manniet en inuline niet. 
Aesculine werd niet gehydrolyseerd. Een subcutane inspui-
ting van 0,5 ccm bouilloncultuur bij muizen was meestal 
doodelijk. 
De bij het rund veroorzaakte acute mastitis door Str. dys-
galactiae was in het acute stadium meest ernstiger dan de 
mastitis door Str. agalactiae. In veel gevallen atrophieerden de 
aangetaste kwartieren. De mastitis was niet besmettelijk zoo-
als die door Str. agalactiae en kwam meer incidenteel voor. 
Volgens DIERNHOFER (1930) traden vooral na mond- en 
klauwzeer vele gevallen op, doch MINETT, STABLEFORTH en 
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EDWARDS (1932) namen Str. dysgalactiae ook zorider vooraf-
gaande mond- en klauwzeerepizootie waar. 
In deze beschrijving werden later geen veranderingen meer 
gebracht. Weliswaar week de beschrijving van Str. pseudo-
agalactiae door PLASTRIDGE en HARTSELL (1937) sterk af van 
de beschrijving van Str. dysgalactiae, doch het was toen nog 
niet bekend, dat dezelfde streptococcensoort bedoeld werd en 
het mag dan ook verondersteld worden, dat door deze onder-
zoekers evenals door MINETT, STABLEFORTH en EDWARDS 
(1929) aanvankelijk een andere maatstaf werd aangelegd bij 
het indeelen van de streptococcen in deze groep, waarbij meer 
aandacht werd besteed aan het gedrag in lakmoesmelk dan 
aan de hydrolyse van natrium-hippuraat. 
Bij het onderzoek van 655 runderen in 18 stallen toonde 
FERGUSON (1938) in 7 % van de 229 door streptococcen gei'n-
fecteerde kwartieren Str. dysgalactiae aan. Alle 16 stammen 
splitsten sorbiet en trehalose. SEELEMANN (1939) vond enkele 
stammen, die geen sorbiet aantastten. Volgens dezen onder-
zoeker zou Str. dysgalactiae gemakkelijk te herkennen zijn, 
doordat lakmoesmelk niet gestremd, doch wel gereduceerd werd. 
STABLEFORTH (1939) beschreef nog eens de verschijnselen, 
die bij de mastitis werden waargenomen. In sommige gevallen 
had de mastitis een meer goedaardig verloop en waren melk en 
uier in enkele dagen weer normaal. Hij nam ook enkele meer 
chronisch verloopende gevallen waar. 
Tenslotte deelde LITTLE (1939-b) mede, dat Str. dysgalactiae 
in de serologische groep C volgens LANCEFIELD ingedeeld moest 
worden. Hij controleerde de resultaten van de praecipitatie-
proeven door absorptie van serum voor groep C met Str. dys-
gaiactiae. 
In dit verband dient vermeld te worden, dat reeds 
PLASTRIDGE en HARTSELL (1937) „cross-reactions" van „Str. 
pseudo-agalactiae" met serum voor groep C waarnamen, ter-
wijl SLATE (1937) en PLASTRIDGE, ANDERSON en SEREMET 
(1938) zich reeds meer definitief uitlieten. In een schrijven 
aan D R . LOURENS berichtte PLASTRIDGE (1939) onder ver-
wijzing naar de bovengenoemde publicatie van LITTLE, dat 
inmiddels gebleken was, dat >$tr. pseudo-agalactiae" tot groep 
C behoorde en identiek was met Sir. dysgalactiae. 
In een voorloopige mededeeling bevestigde ik (1940) deze 
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waarnemingen door middel van het serologische onderzoek 
van een groot aantal stammen van Str. dysgalactiae en door 
de reciproque absorptieproeven. 
§ 3. Streptococcus uberis. 
Voor deze streptococcensoort werd door S. J. EDWARDS 
(1932) onder „group III" aangegeven dat de bouillon-
culturen een lichte troebeling vertoonden, die bij het 
microscopische onderzoek veroorzaakt bleek te worden door 
diplococcen en korte ketens van kleine ronde coccen. In lak-
moesmelk werden ongeveer dezelfde veranderingen teweeg-
gebracht als door Str. dysgalactiae. Bij enting met zeer kleine 
hoeveelheden waren de resultaten constanter en zou de lak-
moesmelk langzaam rood gekleurd worden, zonder reductie. 
Natrium-hippuraat werd gehydrolyseerd, aesculine werd niet 
gesplitst. Geen haemolyse. Uit lactose, saccharose, salicine, 
manniet en inuline werd zuur gevormd, uit raffinose niet. 
Str. uberis zou in de melk van geinfecteerde dieren in de 
meeste gevallen slechts geringe veranderingen teweegbrengen. 
EDWARDS toonde het causale verband met de mastitis van het 
rund nog eens aan door infectieproeven .Daarbij ontstond in 
een geval een zeer goedaardig verloopende, nauwelijks waar-
neembare mastitis, terwijl in het tweede geval een ernstige 
mastitis optrad. 
Kort hierna bevestigde DIERNHOFER ( 1 9 3 2 - C ) , dat dergelijke 
streptococcen ook door hem bij de mastitis van het rund waren 
aangetoond. Deze splitsten echter aesculine. Het is waarschijn-
hjk, dat de aesculinesplitsing door EDWARDS niet werd waar-
genomen, doordat hij gebruik maakte van een medium met 
natriumtaurocholaat, waarin Str. uberis niet tot ontwikkeling 
kwam. Bij vele latere onderzoekingen (MINETT, 1934; HANSEN, 
1935; STABLEFORTH, 1937; FERGUSON, 1938; LITTLE, 1939-a; 
SEELEMANN, 1939) werd het voorkomen van Str. uberis be-
vestigd, waarbij steeds aesculinesplitsing werd waargenomen. 
IJ ^29uitkwartiermonsters gei'soleerde streptococcenstammen 
vond FERGUSON (1938), dat bijna 11 % hiervan Str. uberis 
was. Zoowel sorbiet als trehalose werden gesplitst. 
PLASTRIDGE, ANDERSON, WEIRETHER en JOHNSON (1936) be-
schreven enkele gevallen van mastitis door „Group B strepto-
cocci", die identiek zouden zijn met „Group III" van MINETT 
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(1934) en dus ook als Str. tiberis beschouwd kunnen worden. 
PLASTRIDGE en HARTSELL (1937) schreven hiervoor „Group 
Ba, Storrs". STABLEFORTH kreeg o. a. twee stammen toege-
zonden, die wel op Str. tiberis geleken, doch die geen inuline 
aantastten. Ook LITTLE (1939-a) vond twee aesculinesplitsende 
stammen, die geen inuline aantastten. Deze stammen, die uit 
de trier gei'soleerd werden, vertoonden echter nog meer afwij-
kingen van kenmerken van Str. tiberis. 
Het serologische onderzoek van Str. tiberis leverde weinig 
definitieve resultaten op. STABLEFORTH (1932) kon wel enkele 
typen onderscheiden, doch kon daarmede nog niet de helf t van 
de onderzochte stammen indeelen. Ook PLASTRIDGE en HART-
SELL (1937) konden een drietal serologische typen onder-
scheiden, doch daarmede niet alle stammen indeelen. Een 
groepspecifiek serum kon niet verkregen worden. De meeste 
stammen gaven echter een meer of minder duidelijke prae-
cipitatiereactie met serum voor groep E. Zij gebruikten bij het 
serologische onderzoek ongezuiverde extracten volgens LANCE-
FIELD (1928), zoodat deze resultaten, temeer daar de reactie 
meestal zwak was, niet volkomen betrouwbaar geacht kunnen 
worden. Kort geleden vermeldde SEELEMANN (1941-a), dat 
Str. tiberis geen groepspecifieke antigenen zou bezitten. 
§ 4. Streptococcus pyogenes (Ca, Ch en A ) , 
Daar een definitieve scheiding van deze drie streptococcen 
pas mogelijk is sinds de onderzoekingen van LANCEFIELD 
(1933) en P. R. EDWARDS (1932, 1933, 1934, 1935), kan een 
beschrijving van deze streptococcen slechts gebaseerd worden 
op de resultaten van genoemde en volgende onderzoekingen. 
Streptococcus pyogenes (Ca) werd door LANCEFIELD als 
„type-specimen" voor haar serologische groep C gebruikt. De 
belangrijkste kenmerken zijn volgens beide bovengenoemde 
onderzoekers, dat deze krachtig beta-haemolytische strepto-
coccen natrium-hippuraat niet hydrolyseeren en zuur vormen 
uit sorbiet, terwijl trehalose niet aangetast wordt. Zij vonden 
Str. pyogenes (Ca) ook onder stammen, die afkomstig zouden 
zijn van de mastitis van het rund. De beschreven kenmerken 
werden bij alle latere onderzoekingen bevestigd. BROWN 
(1937) gaf aan, dat lactose en salicine gesplitst werden doch 
dat manniet niet aangetast werd. Volgens BENDIXEN (1937) 
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werden ook raf f inose en inuline niet aangetast en veroorzaakte 
een gedeelte van de onderzochte stammen hydrolyse van aescu-
line. In lakmoesmelk was een zwakke zuurvorming waar te 
nemen. Nagenoeg al deze waarnemingen werden bevestigd 
door SHERMAN (1937). 
In direct verband met de mastitis bij het rund werd deze 
streptococcensoort slechts weinig waargenomen. De zuur-
vorming uit sorbiet is echter een voldoende typisch kenmerk, 
om daaruit te concludeeren, dat verscheidene van de door 
MINETT en STABLEFORTH (1931) beschreven stammen (die 
later door MINETT (1934) op de aantasting van sorbiet onder-
zocht werden) en de door SEELEMANN en HADENFELDT (1934) 
bij een geval van mastitis geisoleerde sorbiet-splitsende stam 
tot de hier bedoelde streptococcensoort behoorden. Ook door 
mij (1940) werden in een voorloopige mededeeling een aantal 
stammen van Str. pyogenes (Ca) beschreven, die uit uier-
secreet gei'soleerd waren en ik gebruikte deze stammen als 
„type-specimen" voor de bereiding van een serum voor groep 
C. LOURENS en VAN DER SCHEER (1941) gaven een beschrijving 
van de door deze streptococcensoort veroorzaakte mastitis, die 
een ernstig acuut of subacuut karakter vertoonde en nagenoeg 
steeds aanleiding ga£ tot vermagering van de aangetaste run-
deren en tot het verlies van de geinfecteerde kwartieren. 
Volgens BENDIXEN (1937) en NOTTBOHM (1940-b) is Str. 
pyogenes (Ca) ongevaarlijk voor den mensch. 
Streptococcus pyogenes (Ch) onderscheidt zich van Str. 
pyogenes (Ca) doordat geen sorbiet, doch wel trehalose ge-
splitst wordt (P. R. EDWARDS, 1934, 1935; BROWN, 1937; 
BENDIXEN, 1937; SHERMAN, 1937) en doordat bij het onderzoek 
naar de fibrinolyse volgens TILLETT en GARNER (1933) men-
schehjke fibrine wordt opgelost. In andere opzichten is deze 
y^ut(LCOC n a u w e ^ i ^ s v a n S^r. pyogenes (Ca) te onderscheiden. 
Zij behoort eveneens in groep C en wordt slechts matig patho-
geen voor den mensch geacht. Het voorkomen van deze 
streptococcensoort in verband met mastitis wordt niet vermeld. 
streptococcus pyogenes (A) is alleen serologisch met zeker-
heid van Str. pyogenes (Ch) te onderscheiden. Volgens BROWN 
(1937), BENDIXEN (1937) en SHERMAN (1937) tasten sommige 
stammen manniet aan. P. R. EDWARDS (1935), BENDIXEN en 
MINETT (1938) en HENNINGSEN en ERNST (1938) vonden deze 
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streptococcen incidenteel bij de mastitis van het rund, namelijk 
in verband met zoogenaamde „melk-epidemieen" van „sore 
throat", angina of roodvonk. Volgens BENDIXEN en MINETT 
(1938) was de veroorzaakte mastitis aanvankelijk nauwelijks 
klinisch waarneembaar. De aangetaste kwartieren werden 
echter na korteren of langeren tijd atrophisch. 
§ 5. Andere in melk voorkomende streptococcen. 
Vooral in verontreinigde melk kunnen verscheidene strepto-
coccen voorkomen, die niet, of slechts bij hooge uitzondering, 
een uierontsteking bij het rund kunnen veroorzaken. Deze 
dienen dus van mastitis-veroorzakende streptococcen geschei-
den te worden. Een nauwkeurige differentiatie is daarbij utt 
den aard der zaak niet noodzakelijk. 
Melkzuurstreptococcen. Hieronder wordt gewoonlijk een 
groep van streptococcen verstaan, die zoowel de „echte" melk-
zuurstreptococcen (Streptococcus lactis (Lister) Lohnis en 
Streptococcus cremoris Orla-Jensen) als de „enterococcen" 
omvat (Streptococcus faecalis Andrewes en Horder, Strepto-
coccus durans Sherman en Wing, Streptococcus liquefaciens 
Sternberg emend. Orla-Jensen, Streptococcus zymogenes Hol-
land). Er heeft langen tijd onzekerheid bestaan of Sir. lactis 
en Sir. faecalis wel als verschillende streptococcensoorten be-
schouwd moesten worden. AYERS en JOHNSON (1924) kwamen 
tot de conclusie, dat zij identiek waren, STORCK (1936/37) 
zou Str. lactis in Sir. faecalis hebben doen veranderen. Sinds 
SHERMAN (1938) echter aantoonde, dat de „enterococcen" tot 
de serologische groep D behooren en SEELEMANN en N O T T -
BOHM (1940) en SEELEMANN (1940) Str. lactis in een andere 
(nieuwe?) serologische groep indeelden, schijnt dit vraagstuk 
definitief te zijn opgelost. 
Voor het onderzoek naar mastitis-veroorzakende strepto-
coccen is het van geen belang een onderscheid te maken 
tusschen „echte" melkzuurstreptococcen en „enterococcen". 
Hoe een dergelijk onderscheid gemaakt kan worden werd o. a. 
aangegeven door SHERMAN (1937). Maakt men geen gebruik 
van de door SHERMAN aangegeven methoden van onderzoek, 
dan is een onderscheid niet mogelijk en mag dus bijvoorbeeld 
ook niet van „Str. lactis" gesproken worden. Volgens STARK 
en SHERMAN (1935) zouden planten namelijk de natuurlijke 
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standplaats voor Str. lactis zijn en zou deze streptococcen-
soort niet in de faeces, of in de mond- of keelholte van run-
deren voorkomen. In monsters melk voor het onderzoek naar 
mastitis-streptococcen, die gewoonlijk niet met melkgereed-
schap in aanraking zijn geweest, kan, in verband met de 
mogelijke faecale verontreiniging bij de monsterneming, zelfs 
eerder Str. faecalis verwacht worden. 
Volgens SHERMAN (1937) veroorzaken alle genoemde 
streptococcen (uitgezonderd Str. durans) een krachtige 
reductie en een krachtige stremming van melk. Zij kunnen 
dus door het gedrag in lakmoesmelk, waarin meestal reeds voor 
de stremming een krachtige reductie optreedt, van de mastitis-
streptococcen onderscheiden worden. Verder zouden nagenoeg 
alle stammen aesculine splitsen. De overige eigenschappen 
zijn meestal of voor de verschillende streptococcensoorten 
of voor elk afzonderlijk variabel. 
Streptococcus bovis Orla-Jensen en nauwverwante soorten. 
(„Viridans"-groep volgens SHERMAN, 1937). Hiervan zouden, 
behalve Str. bovis, ook Streptococcus inulinaceus Orla-Jensen, 
^Streptococcus viridans bovis" Belenky en Streptococcus ther-
mophilus Orla-Jensen in melk kunnen voorkomen. Behalve de 
laatste soort splitsen de genoemde streptococcen meestal raffi-
nose, inuline (ORLA-JENSEN, 1919) en aesculine, veroorzaken 
meest geen hydrolyse van natrium-hippuraat en vormen zuur 
in lakmoesmelk, zonder reductie, al dan niet gevolgd door 
stremming (BELENKY, 1930; SHERMAN, 1937). 
Een nauwkeurige differentiatie is, voor het onderzoek naar 
mastitis-veroorzakende streptococcen, ook in deze groep niet 
noodig. Het is zeer de vraag of eenige van de genoemde strepto-
coccen- „soorten" niet veeleer slechts varianten van Str. bovis 
zijn. DAVIS, MCCLEMONT en ROGERS (1939) wezen er op, dat 
door de stremming van lakmoesmelk zonder reductie, gemak-
kelijk verwarring van Str. bovis met Str. agalactiae zou kunnen 
p aats hebben. Door de overige genoemde biochemische eigen-
schappen kunnen beide streptococcen echter gemakkelijk ge-
scheiden worden. 
Rest nog te vermelden, dat AYERS en MUDGE (1922), onder 
den naam Streptococcus acidominimusy een nieuwe streptc 
coccensoort beschreven, die uit koolhydraten slechts weinig 
zuur zou vormen. 
Mastitis } „ -
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HOOFDSTUK 3. 
SEROLOGISCH ONDERZOEK. 
§ 1. Historisch overzicht. 
Reeds STAEHELI (1904) nam waar, dat het bloedserum van 
een rund, dat reeds geruimen tijd aan een chronische strepto-
coccenmastitis leed, agglutininen voor de betrokken strepto-
coccen bevatte. Ook JONES (1918) deed agglutinatieproeven 
met zijn mastitisstreptococcen tegenover een serum, dat bereid 
was bij een rund. Deze onderzoekingen Ieverden geen belang-
rijke practische resultaten op. Daarna werd door ZINSSER en 
zijn medewerkers (geciteerd naar NOTTBOHM, 1940-a) en door 
AVERY en medewerkers (geciteerd naar LANCEFIELD, 1925) 
onderzocht, of met de extracten van de verschillende bacterie-
soorten een praecipitatiereactie verkregen kon worden met 
specifieke sera. Aangemoedigd door de daarbij met pneumo-
coccen verkregen resultaten opende LANCEFIELD (1925) haar 
reeks van onderzoekingen met een studie over ^Streptococcus 
viridans", waarbij het haar gelukte, in de streptococcen-
extracten specifieke stoffen aan te toonen. Later vond LANCE-
FIELD (1928) in de extracten van „Streptococcm haemolyticus" 
zoowel groep- als typespecifieke stoffen. Deze beide stof fen 
werden uitvoerig bestudeerd. Pas vijf jaar later kwam LANCE-
FIELD (1933) met practisch bruikbare resultaten, waarbij de 
haemolytische streptococcen in een vijftal groepen (A, B, C, 
D en E) werden verdeeld. De methode was echter in dezen 
tusschentijd dusdanig uitgewerkt, dat de praecipitatiemethode 
volgens LANCEFIELD in Amerika en Engeland binnen korten 
tijd algemeen werd toegepast. Daarbij vonden LANCEFIELD en 
HARE (1935) nog twee nieuwe groepen, F en G, terwijl HARE 
(1935) de groepen H en K onderscheidde. Op het vasteland 
van Europa heeft het langer geduurd, voordat het belang der 
serologische groep-indeeling der streptococcen werd ingezien. 
De eenige onderzoekers, die zich hiermee bezig hielden, zijn 
BENDIXEN (sinds 1937), VAN DER SCHEER (sinds 1940, voor-
loopige mededeeling) en NOTTBOHM en SEELEMANN (sinds 
1940). Daarbij zouden SEELEMANN en NOTTBOHM (1940) nog 
een nieuwe groep (L) onderscheiden hebben, doeh deze werd 
niet gecontroleerd met alle reeds ingedeelde groepen, zoodat 
de benaming met een nieuwe letter wel eenigszins voorbarig is. 
* 
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Naast de praecipitatiemethode werd nagenoeg tegelijkertijd 
de agglutinatiemethode ontwikkeld. GRIFFITH (1926, 1927, 
1934) werkte deze methode uit voor de serologische type-
indeeling van ,yStr. pyogenes". STABLEFORTH (1932) paste zoo-
wel de praecipitatie- als de agglutinatiemethode naast elkaar 
toe bij het serologische onderzoek van mastitisstreptococcen. 
Later (1937, 1938) specialiseerde hij zich in het bijzonder op 
de indeeling van
 yyStr. agalactiae" in typen, door middel van 
de agglutinatiemethode. In samenwerking met STEWART (1937) 
vond hij bij deze streptococcensoort een groot aantal sero-
logische typen. Zoowel bij de onderzoekingen van GRIFFITH 
als van STABLEFORTH bleek, dat de agglutinatiemethode niet 
bruikbaar is voor de indeeling in groepen. De methode werd 
tot op heden door geen andere onderzoekers toegepast. 
§ 2. De praecipitat iemethode. 
LANCEFIELD (1925-1934) maakte een uitvoerige studie van 
de in de streptococcenextracten aanwezige specifieke stoffen, 
waarbij deze gezuiverd en chemisch onderzocht werden. Zij 
kon zoodoende de volgende stoffen onderscheiden: 
1. Een niet-specifiek nucleo-proteine „P". Deze stof was 
vooral aanwezig in NaOH-extracten en gedroeg zich als 
een echt antigeen. Voor de differentiatie van streptococcen 
was de stof „P" van geen belang. 
2. In enkele gevallen werd nog een tweede, niet-specifieke, 
eiwitachtige stof in de extracten gevonden. Deze stof „Y" 
werd niet verder bestudeerd. 
3. De groepspecifieke stof „C" bleek verscheidene eigen-
schappen van een koolhydraat te bezitten. Het was geen 
echt antigeen. 
4. De typespecifieke stof bleek bij bepaalde streptococcen-
groepen eiwitachtig te zijn. Deze stof „M" was, evenals 
kl i* j e e n eC^lt a n t *S e e n * Bij andere streptococcengroepen 
bleek de typespecifieke stof echter, evenals „C", de eigen-
schappen van een koolhydraat te bezitten en werd „S" 
genoemd. 
Bij de bereiding van de extracten, voor de practische uit-
voering van de praecipitatie-reactie volgens de methode van 
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LANCEFIELD (1933), waren zeer groote hoeveelheden bouillon-
cutuur benoodigd, terwijl een reiniging van de extracten door 
verscheidene chemische bewerkingen gewenscht was. BROWN 
(1938) werkte nu een modificatie van de HCl-extractie uit, 
waarbij uitgegaan werd van slechts 5 ccm bouilloncultuur. De 
methode was eenvoudig, doch de verontreiniging met 1 ccm 
van de bovenstaande bouillon en het ontbreken van elke reini-
ging van het extract, moest bij deze methode het optreden van 
neven-reacties in de hand werken. FULLER (1938) maakte 
extracten door de bacteriemassa met formamide op 150° C. 
te verhitten. Ook hierbij werd uitgegaan van slechts 5 ccm 
bouilloncultuur. Door de hooge temperatuur bij de extractie 
werden niet-specifieke eiwitten (zooals „P" en „Y") en de 
type-specifieke eiwitten „M", gedeeltelijk afgebroken, zoodat 
deze bij het beoordeelen van de praecipitatie-reacties geen 
moeilijkheden meer opleverden. Alleen in de extracten van die 
groepen van streptococcen, waarbij de type-specifieke stof 
een polysaccharide was, bleef deze mogelijk intact. Zoowel de 
methode Van FULLER als die van BROWN zijn uitsluitend be-
doeld voor de bereiding van groep-specifieke extracten. Beide 
methoden hebben ertoe bijgedragen om het serologische onder-
zoek meer toegankelijk te maken. 
§ 3. Voor- en nadeelen van praecipitat ie- en agglu-
t inaticmethodc. 
LANCEFIELD (1933) was — gedeeltelijk op grond van eigen 
waarnemingen — van opvatting, dat van de agglutinatie-
methode geen bevredigende resultaten te verwachten waren. 
Zij voerde hiervoor de volgende argumenten aan: 
a. De spontane agglutinatie van vele streptococcenstammen 
levert technische moeilijkheden op. 
b. Niet-specifieke nevenreacties maken het moeilijk de resul-
taten van de agglutinatie te beoordeelen. 
c. Bij de agglutinatiemethode wordt een onpractisch groot 
aantal serologische typen gevonden. 
d. Een groep-indeeling, zooals met behulp van de praecipi-
tatiemethode, blijft onopgemerkt. 
Het eerste bezwaar zou volgens STABLEFORTH (1932) groo-
tendeels ondervangen worden door een juiste samenstelling van 
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den voedingsbodem, waarin de cultuur voor de bereiding van 
de bacteriesuspensie wordt gekweekt en door gebruik te maken 
van een snel-agglutinatiemethode, waarbij een druppel serum 
(eventueel verdunning) en een druppel suspensie op een object-
glaasje worden gemengd (GRIFFITH, 1926,1927; STABLEFORTH, 
1932). Ondanks de toepassing van deze verbeteringen kwamen 
PLASTRIDGE en HARTSELL (1937) echter op de praecipitatie-
methode terug! GRIFFITH (1934) onderscheidde inderdaad een 
zeer groot aantal typen bij Str. pyogenes (A). Ook bij mastitis-
strep tococcen (namelijk in groep B) breidde het aantal sero-
logische typen zich langzamerhand uit (STABLEFORTH, 1932, 
1937, 1938; STEWART, 1937). STABLEFORTH gebruik te bij de 
type-differentieering aanvankelijk (1932) de praecipitatie-
methode en de agglutinatiemethode naast elkaar. Wegens het 
reeds genoemde bezwaar van de praecipitatiemethode, dat 
groote hoeveelheden bouilloncultuur benoodigd waren voor de 
bereiding van de extracten, terwijl bovendien minder gemak-
kehjk een voldoende sterk reageerend serum verkregen kon 
worden en ten slotte betrekkelijk groote hoeveelheden serum 
voor de praecipitatie noodig waren, werd de agglutinatie-
methode ingevoerd en bij de latere onderzoekingen (1937, 
1938) steeds toegepast. 
Men kan thans wel concludeeren, dat voor het differen-
tieeren van de verschillende streptococcensoorten, alleen de 
praecipitatiemethode volgens LANCEFIELD in aanmerking komt. 
Voor onderzoekingen naar het voorkomen van verschillende 
serologische typen bij een bepaalde streptococcensoort schijnt 
de agglutinatiemethode echter betere resultaten op te leveren. 
fcO 
TWEEDE DEEL. 
METHODEN V A N ONDERZOEK. 
HOOFDSTUK 1. 
HET ISOLEEREN VAN MASTITIS-STREPTOCOCCEN 
UIT MELK OF UIERSECREET. 
§ 1. Voorbereidende werkzaamheden. 
Daar op het lactologische laboratorium van de Rijksserum-
inrichting reeds veel practische ervaring was opgedaan bij het 
aantoonen van mastitis-streptococcen, werd de in dit hoofd-
stuk aangegeven methodiek voor een groot gedeelte ontleend 
aan de op dit laboratorium reeds in gebruik zijnde werkwijzen. 
De ter onderzoek ingekomen monsters melk en uiersecreet 
werden eerst macroscopisch beoordeeld. Van de hierbij als 
„melkachtig" aangemerkte monsters werden Trommsdorff-
buisjes gevuld. „Uiersecreet" werd in gewone centrifuge-
buisjes (puntmodel) gebracht. 
Alle monsters werden gedurende vijf minuten bij 3000 om-
wentelingen per minuut gecentrifugeerd. Daarna werd de 
bovenstaande vloeistof verwijderd en de verkregen hoeveelheid 
sediment afgelezen en genoteerd. Voor alle monsters uiersecreet 
en voor melkachtige monsters met een sediment hooger dan 
2,5 graden Trommsdorff, werd „veel" aangeteekend. Tevens 
werd naar aanleiding van de mededeelingen van TROMMSDORFF 
(1909) en SEELEMANN (1928) de kleur van het sediment 
beoordeeld. 
Van monsters melk met een sediment van 2,5 of lager werd 
het katalasecijfer bepaald. Daar volgens ROEDER (1930-a) de 
optimale temperatuur voor de katalaseproef tusschen 15 en 
25° C. ligt, en volgens ZEILINGER (1933) de katalase bij 37° C. 
vrij spoedig onwerkzaam wordt, werd het katalasecijfer na 
2 a 3 uur staan bij kamertemperatuur afgelezen. Men hoeft 
voor dit onderzoek dus niet over een stoof van 37° C. te be-
schikken. 
Wanneer daartoe aanleiding bestond werd met een lakmoes-
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papiertje de reactie gecontroleerd, om na te gaan of zuur-
vorming door melkzuurbacterien had plaats gehad. Daar 
het echter reeds sinds de onderzoekingen van NOCARD en 
MOLLEREAU (1887) bekend is, dat ook het uiersecreet van een 
aan streptococcen-mastitis lijdend rund zuur kan reageeren, 
werd er in dergelijke gevallen bij het enten op gelet of het 
sediment zeer vast en wit was (casei'ne-neerslag). 
§ 2. Bacteriologisch onderzoek. 
Na de hierboven genoemde voorloopige onderzoekingen 
werd van het sediment een praeparaatje voor het micros-
copische onderzoek uitgestreken en volgens Gram gekleurd. 
Tegelijkertijd werd van het sediment geent op buisjes schuin 
gestolde paardenserum-agar. Het aantal buisjes, waarop geent 
werd, hing af van de resultaten van de in § 1 genoemde voor-
loopige onderzoekingen en varieerde van een tot vier buisjes. 
Door het afspoelen van de entnaald in het condensvocht van 
elk volgend buisje agar, werd in de meeste gevallen een mooie 
reeks van verdunningen verkregen. 
MINETT, STABLEFORTH en EDWARDS (1930) vonden, dat men 
uit het microscopische onderzoek van het sediment niet kan 
afleiden tot welke verdunning men bij het enten moet gaan. 
Ueze waarneming kon bij eigen onderzoekingen geheel be-
vestigd worden. Zooals uit het bovenstaande blijkt, werd bij 
net enten dan ook geen rekening gehouden met het resultaat 
van het microscopische onderzoek van het sediment, daar reeds 
geent werd voordat de uitslag van laatstgenoemd onderzoek 
bekend was. 
Bij het microscopische onderzoek van het sediment werd 
bijzondere aandacht besteed aan den vorm van de eventueel 
waargenomen diplococcen of streptococcen. Vertoonden de 
g e v o n d | n streptococcen den overbekenden „palissaden"-, 
„geldrollen"- of „staketen"-vorm, d.w.z. ketens van meestal 
twee aan twee gegroepeerde, afgeplatte coccen, dan werden 
deze steeds als „typisch" beschouwd. Ook indien de minder 
veelvuldig voorkomende ketens van meer ronde coccen met 
plotseling veel dikkere, soms onregelmatig gevormde of Gram-
negatier gekleurde schakels werden waargenomen, werd hier-
voor „typisch" genoteerd. 
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De bovengenoemde paardenserum-agar had de volgende 
samenstelling: 
Kalfsvleeschbouillon 1000 ccm 
Pepton 10 gram 
Keukenzout 5 gram 
Agar 25 gram 
pH 7,2. 
Na het steriliseeren in de reageerbuizen werd afgekoeld op 50 a 60° C , 
aan elk buisje 5 a 10% steriel paardenserum toegevoegd en schuin gestold. 
Bij het begin van de onderzoekingen werd deze paarden-
serum-agar met gunstig resultaat met verschillende in de lite-
ratuur voor het mastitis streptococcen-onderzoek aanbevolen 
voedingsbodems vergeleken. Daarop zal later teruggekomen 
worden. De agar was steeds versch op de voedingsbodem-
afdeeling van de Rijksseruminrichting voorradig, en aldaar 
reeds vele jaren bij het streptococcen-onderzoek in gebruik. 
De aangelegde culturen werden, na 18 tot 24 uur bij 37° C. 
bewaard te zijn, beoordeeld. Dit geschiedde door te letten op 
grootte, vorm en kleur van de kolonien bij opvallend en door-
vallend licht. Daarna werd gecontroleerd of de kolonien bij 
aanraking met de entnaald dradentrekkend waren, hetgeen 
volgens DIERNHOFER (1930) een typisch kenmerk zou zijn 
voor op serum-houdende voedingsbodems gegroeide kolonien 
van de meeste stammen van Str. agalactiae. Verder werd nage-
gaan of de kolonien bij volledige verwijdering van de agar een 
meer of minder sterke troebeling achterlieten op de plaats waar 
ze waren gegroeid. Zooals reeds in een voorloopige mededeeling 
werd vastgelegd (VAN DER SCHEER, 1940) bleek deze troebeling 
van de agar in den loop van de hier beschreven onderzoekingen 
een nuttig kenmerk te zijn voor een vroegtijdige herkenning 
van Str. dysgalactiae. Behalve van een klein gedeelte van de 
duidelijk dradentrekkende stammen, werden van alle strepto-
coccen-culturen een of meer reinculturen aangelegd, welke 
verder biochemisch en later ook serologisch onderzocht werden. 
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HOOFDSTUK 2. 
HET BIOCHEMISCH ONDERZOEK VAN DE 
GEISOLEERDE STREPTOCOCCEN. 
Om vergissingen uit te sluiten werden alle voedingsbodems 
voor de biochemische reacties door mijzelf samengesteld. 
Alleen kalfsvleeschbouillon en paardenvleeschbouillon werden, 
in de meeste gevallen reeds voorzien van pepton en keuken-
zout, van de voedingsbodemafdeeling ontvangen. 
§ 1. H e t overenten. 
Bij de in het vorige hoofdstuk beschreven beoordeeling van 
de culturen met de entnaald werd er op gelet, dat een of meer 
gei'soleerd liggende kolonien gespaard bleven. Deze kolonien 
werden overgeent in aesculine-hippuraat-bouillon, bloed-agar 
en lakmoesmelk. Bij slijmigheid van de kolonien of troebeling 
in de agar werd gecontroleerd of de overgeente kolonie dit 
kenmerk eveneens vertoonde. Het na de enting van de 
aesculine-hippuraat-bouillon aan de naald achterblijvende 
materiaal was steeds voldoende voor een steekcultuur in een 
schuingestold buisje bloed-agar. Daarna werd de lakmoesmelk 
geent met de op de agar achtergebleven resten van de kolonie. 
Bij deze laatste bewerking werd er in verband met de waar-
nemingen van S. J. EDWARDS (1932) op gelet, dat de hoeveel-
heid entmateriaal steeds klein was. Vrijwel zonder uitzondering 
werd in de aesculine-hippuraat-bouillon een reincultuur ver-
kregen. In twijfelgevallen werd uit de aesculine-hippuraat-
bouillon of uit bij de verdere onderzoekingen gebruikte media 
nogmaals op paardenserum-agar overgeent en werd het onder-
zoek met een of meer gei'soleerd liggende kolonien van de 
daarop gegroeide cultuur herhaald. In normale gevallen werd 
voor het verdere onderzoek direct een druppel van de bouillon-
cultuur in de media voor de zuurvorming uit verschillende 
koolhydraten geent. 
* 
§ 2. Hydrolyse van aesculine en natrmm-hippuraat : . 
Aanvankelijk werd de aesculinebouillon volgens de aanwij-
zingen van DIERNHOFER ( 1 9 3 2 - C ) bereid door aan gewone 
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kalfsvleeschbouillon 0,1 % aesculine toe te voegen. Voor het 
onderzoek naar de hydrolyse van natrium-hippuraat werd 
daarnaast een van de door AYERS en RUPP (1922) gebezigde 
voedingsbodems gebruikt. 
Reeds in een vroeg stadium der onderzoekingen bleek, dat 
verscheidene streptococcen in aesculine-kalfsvleeschbouillon, 
doch vooral in de hippuraatbouillon slecht of in het geheel niet 
groeiden, zoodat serum aan het medium toegevoegd moest 
worden. Ook na deze serumtoevoeging konden sommige stam-
men nog niet behoorlijk tot ontwikkeling gebracht worden. 
KLIMMER en HAUPT (1927) en SEELEMANN (1939) deden 
eveneens de ervaring op, dat aan hippuraatbouillon vaak serum 
toegevoegd moest worden. Daar volgens AYERS en RUPP de 
reactie op het bij de hydrolyse gevormde benzoezuur pas 
positief uitvalt indien het natrium-hippuraat reeds voor een 
belangrijk gedeelte is gesplitst, was het moeilijk om te beoor-
deelen of een negatief uitgevallen reactie al of niet veroorzaakt 
werd door onvoldoende groei. Bovendien moest de f acultatieve 
toevoeging van serum de uniformiteit van de reactie voor alle 
stammen schaden. Daarom werd naar een beter geschikte 
voedingsbodem gezocht. Volgens SEELEMANN (1928) zouden 
mastitis-streptococcen in paardenvleeschbouillon belangrijk 
beter groeien dan in kalfsvleeschbouillon, terwijl AYERS en 
RUPP (1922) als resultaat van hun onderzoekingen tot de con-
clusie kwamen, dat de samenstelling van den voedingsbodem 
practisch geen invloed had op de hydrolyse van het natrium-
hippuraat. Bij het gebruik van gewone bouillon diende voor 
het aantoonen van de hippuraatsplitsing een 12 % in plaats 
van een 7 % oplossing van ferri-chloride te worden gebruikt. 
In verband met de waarneming van AYERS en RUPP, dat de 
aanwezigheid van ontleedbaar koolhydraat geen invloed op de 
resultaten van het onderzoek had, kan van de in paarden-
vleeschbouillon steeds aanwezige koolhydraten geen nadeeligen 
invloed verwacht worden. Ook een extra toevoeging van aes-
culine in de gebruikelijke geringe hoeveelheid zou dus zeker 
geen invloed op de hippuraatsplitsing hebben. Daarom werd 
besloten om het gebruik van paardenvleeschbouillon in te 
voeren en daarbij de hydrolyse-proeven met aesculine en 
natrium-hippuraat in een medium te combineeren. De aescu-
line-hippuraat-bouillon werd als volgt samengesteld: 
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Aesculine 0,5 gram 
Natrium-hippuraat 10 gram 
Peptort 10 gram 
Keukenzout 5 gram 
Paardenvleeschbouillon tot 1000 ccm 
pH 7,2 
Deze voedingsbodem werd bij een reeks van ongeveer 
70 streptococcenstammen (laboratoriumstammen en versch 
uit melk en uiersecreet geisoleerde stammen) naast de aanvan-
kelijk gebruikte aesculinebouillon en natrium-hippuraat-
bouillon toegepast. Uit deze vergelijkende onderzoekingen 
bleek, dat paardenvleeschbouillon inderdaad een uitstekende 
voedingsbodem voor de streptococcen is. Stammen, die in dit 
medium slecht groeiden, kwamen weinig voor. De splitsing 
van natrium-hippuraat was in het nieuwe medium minstens 
even krachtig en even snel als in de hippuraatbouUlon volgens 
AYERS en RUPP. Bij moeilijk groeiende stammen was de even-
tueele splitsing van het natrium-hippuraat belangrijk sneller 
aan te toonen. Ook de splitsing van aesculine was in het nieuwe 
medium hetzelf de als in aesculinebouillon volgens DIERNHOFER. 
De ferrichloride-oplossing voor het reageeren op de hippuraat-
splitsing toonde de aesculine-splitsing even goed aan door een 
donkergroene verkleuring, als de gebruikelijke ferricitraat-
oplossing dit door een bruin-zwarte verkleuring deed. Bij de 
verdere onderzoekingen werd daarom uitsluitend aesculine-
hippuraatbouillon van de gegeven samenstelling gebruikt. 
§ 3. Haemolyse. 
Het is voor sommigen nog steeds een strijdvraag of Str. 
agalactiae beta-haemolytisch kan zijn in den zin van BROWN 
(1919). Bij een critische beschouwing van de literatuur blijkt, 
dat degenen die nog volhouden, dat Str. agalactiae niet of 
uiterst zelden beta-haemolitisch is, in belangrijke punten van 
de door bovengenoemden onderzoeker aangegeven techniek 
aiwijken, zoodat zij niet het recht hebben om van beta-hae-
molyse te spreken. Inmiddels heeft BROWN (1937) zelf reeds 
bevestigd, dat Str. agalactiae inderdaad beta-haemolytisch kan 
zijn. Daar uit de literatuur bleek, dat streptococcengroepen, 
die in het algemeen met den naam
 y$tr. pyogenes" worden 
aangeduid, onder alle omstandigheden sterk haemolytisch 
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zijn, werd het niet noodig geacht de bewerkelijke techniek 
van BROWN toe te passen, die tevens het dagelijks voorhanden 
zijn van steriel, gedefibrineerd paardenbloed vereischte. Door 
gebruik te maken van steekculturen in schuingestolde buisjes 
bloedagar werd echter getracht deze techniek op zoo eenvoudig 
mogelijke wijze zoo dicht mogelijk te benaderen. De bloed-
agar had de volgende samenstelling: 
Pepton 10 gram 
Keukenzout 5 gram 
Agar 25 gram 
Kalfsvleeschbouillon tot 1000 ccm 
pH7,2 
In hoeveelheden van + 5 ccm in reageerbuizcn gesteriliseerd, afgekoeld 
tot 50 a 60 ° C , voorzien van 4 druppels gedefibrineerd paardenbloed, 
schuin gestold en in de ijskast bewaard. 
De overeenkomst met de techniek van BROWN bestaat in: 
1. het groeien van de streptococcen in de agar; 
2. het ontbreken van gemakkelijk vergistbare koolhydraten als glucose; 
3. het gebruik van paardenbloed; 
4. de dunne agarlaag (steek in het boveneinde van de agar); 
5. de beperking van het aantal kolonien (alleen langs den steek). 
De vereenvoudiging bestaat uit: 
1. het maken van een in de ijskast te bewaren voorraad onmiddellijk te 
gebruiken voedingsbodem genoeg voor verscheidene weken; 
2. het overbodig zijn van het maken van verschillende verdunningen van 
de te enten culturen. 
De methode werd met behulp van eenige tientallen strepto-
coccenstammen vergeleken met de zuivere techniek van 
BROWN, waarbij een uitstekende overeenstemming van de 
resultaten werd verkregen. 
§ 4. Lakmoesmelk. 
De lakmoesmelk werd bereid door aan ondermelk 7 % lak-
moestinctuur volgens KUBEL en TIEMANN toe te voegen, in 
hoeveelheden van ongeveer 10 ccm hi reageerbuisjes te vullen 
en twee maal een half uur op 100° C. te verhitten. Na de 
tweede verhitting werd de lakmoesmelk in de ijskast bewaard 
tot zij gebruikt werd. In meermalen of langer verhitte lak-
moesmelk bleek de groei van de mastitis-streptococcen geremd 
te worden. H E I M (1924) en vele anderen gebruikten „melk", 
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doch enkele onderzoekers zooals FERGUSON (1938) gebruikten 
ook reeds ondermelk. Bij een reeks van vergelijkende proeven, 
voornamelijk met melkzuur-streptococcen en met stammen 
van Str. tiberis en Str. dysgalactiae, konden geen noemens-
waardige verschillen in de reductie van de lakmoes waarge-
nomen worden bij het gebruik van voile melk of ondermelk. 
Daar ondermelk een homogener en gemakkelijker te behan-
delen voedingsbodem opleverde, werd deze grondstof gekozen. 
S. J. EDWARDS (1932) vond, dat de groeiwijze van de verschil-
lende streptococcensoorten in lakmoesmelk voor een groot 
gedeelte afhankelijk was van de hoeveelheid entmateriaal. 
Door een sterke enting werden zoowel de reductie als de 
stremming bevorderd. Op grond van eigen waarnemingen kan 
daaraan toegevoegd worden, dat ook de aanwezigheid van een 
kleine hoeveelheid bouillon in de lakmoesmelk reeds hetzelfde 
resultaat oplevert. Werd aan lakmoesmelk 10 % bouillon 
toegevoegd, dan werd ook door een kleine enting van Str. dys-
galactiae of Str. uberh een snelle en krachtige zuurstremming 
en een snelle, volledige reductie veroorzaakt, zoodat het resul-
taat geheel overeenkwam met het door melkzuurstreptococcen 
veroorzaakte beeld in lakmoesmelk. Voor een zoo duidelijk 
mogelijke onderscheiding van melkzuurstreptococcen is het 
dus van belang in lakmoesmelk steeds met een kleine hoeveel-
heid van een agarkolonie en nooit met bouilloncultuur te 
enten. 
§ 5. Zuurvorming n i t suikers en ve rwan te stoffen. 
Met serum-alkali-albuminaat-broomcresolpurper-agar vol-
gens KJLIMMER, HAUPT en ROOTS (1928) werden, zooals later 
nog zal blijken, slechte ervaringen opgedaan. Ook kalfsvleesch-
bouillon (DIERNHOFER 1930) was wegens den reeds eerder ge-
noemden slechten groei van veel streptococcen in dit medium 
(§1 ) ongeschikt. Paardenvleeschbouillon kon hier wegens het 
met te-verwaarloozen gehalte aan verzuurbare koolhydraten 
eyenmin toegepast worden, zoodat een serumhoudenden voe-
dingsbodem moest worden samengesteld. 
Daar ook kalfsvleeschbouillon een enkele maal splitsbare 
koolhydraten bleek te bevatten, werd de samenstelling van het 
grondmedium voor deze reacties als volgt gekozen: 
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Vleeschextract (Difco) 3 gram 
Neopepton (Difco) 10 gram 
Keukenzout 5 gram 
Water tot 1000 ccm 
Verzadigde broomcresolpurper-oplossing in water tot voldoende 
blauwkleuring 5 a 10 ccm 
pH 7,2 
Deze vloeistof werd in kolf jes gevuld en gesteriliseerd. 
In de kolf jes werden de verschillende koolhydraten toege-
voegd en gesteriliseerd door twee maal 20 minuten op 100° C. 
te verhitten. Daarna werd aan elk kolf je 1 0 % steriel paarden-
serum toegevoegd en werd de inhoud van elk kolf je in hoeveel-
heden van 1 ccm over kleine reageerbuisjes verdeeld. Van de 
bovengenoemde korte verhitting is geen noemenswaardige 
caramelliseering van de hoogere alcoholen en suikers te ver-
wachten. Glucosiden zijn mogelijk wat gevoeliger voor ver-
. hitting. Indien afwijkende resultaten werden waargenomen, 
werden de proeven daarom herhaald met buisjes, waaraan het 
koolhydraat na afzonderlijke verhitting of na filtratie door een 
kaars was toegevoegd. De gevallen, waarin dit geschiedde, 
worden in de volgende afdeeling afzonderlijk vermeld. 
Gebruikt werden: saccharose, raffinose, trehalose, sorbiet, 
manniet, inuline, salicine, amygdaline en arbutine. Saccharose 
en raffinose werden door KLIMMER, HAUPT en ROOTS (1928) 
aanbevolen om Str. agalactiae van saprophytische strepto-
coccen te onderscheiden. Trehalose en sorbiet werden door 
P. R. EDWARDS (1932, 1933) voor de scheiding van Str. pyo-
genes (Ca) en Str. pyogenes (A) gebruikt. S. J. EDWARDS 
(1932) vond, dat bovendien salicine, manniet en inuline van 
belang waren bij de differentiatie van de verschillende groepen 
van mastitis-streptococcen. Verder werd uit de door SVEN 
WALL (1934) in een tabel gepubliceerde gegevens de gevolg-
trekking gemaakt, dat ook arbutine en amygdaline mogelijk 
van nut zouden kunnen zijn bij het onderscheid tusschen Str. 
pyogenes (Ca) en Str. pyogenes (A) en zoodoende het gebruik 
van de dure trehalose overbodig zouden maken. 
§ 6. Beoordeeling van de biochemische reacties. 
De hydrolyse van aesculine en natrium-hippuraat in aescu-
line-hippuraatbouillon werd aangetoond door aan 1 ccm van 
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deze bouillon 0,3 a 0,5 ccm van een 12 % oplossing van ferri-
chloride in water, die per liter 2,5 ccm sterk zoutzuur bevatte, 
toe te voegen (AYERS en RUPP, 1922). Tijdens of onmiddellijk 
na de toevoeging van het ferrichloride moest krachtig omge-
zwenkt worden, omdat anders een te sterk neerslag van de in 
de bouillon aanwezige eiwitten ontstond, dat ook in de over-
maat ferrichloride moeilijk weer oploste. Ontstond bij deze 
werkwijze een blijvend, vlokkig neerslag dan wees dit op 
hydrolyse van het natrium-hippuraat. Bij het in gebruik nemen 
van elke nieuwe voorraad voedingsbodem werd door middel 
van een bianco proef vastgesteld, welke hoeveelheid reagens 
noodig was om het aanvankelijk ontstaande eiwitneerslag weer 
volledig te doen oplossen of (bij zeer snelle menging van 
bouillon en reagens) om het ontstaan van een eiwitneerslag te 
voorkomen. Aesculinesplitsing verraadde zich door een groene 
tot haast zwarte verkleuring van de bouillon. Waren zoowel de 
aesculine als het hippuraat gehydrolyseerd dan ontstond door 
de toevoeging van ferrichloride een grauwgroene kleur. Door 
de reageerbuis horizontaal te houden werd bij doorvallend licht 
nogmaals gecontroleerd of zich inderdaad een vlokkig neerslag 
had gevormd. Bij snel mengen van bouillon en reagens kan de 
reactie vrijwel onmiddellijk afgelezen worden. De reactie werd 
in de 1, 2, 3 en 5 dagen oude culturen uitgevoerd, en meesten-
tijds bovendien nog eens in de 10 dagen oude culturen. 
Bij de beoordeeling van de steekculturen in bloedagar werden 
slechts die stammen haemolytisch genoemd, die een met het 
bloote oog duidelijk waarneembare, volkomen heldere, kleur-
looze zone om de steek in de agar veroorzaakten. Bij een 
donkere verkleuring om de steek of aan den rand van de 
haemolytische zone werd het resultaat als negatief beschouwd. 
De culturen werden na 24 uur en bij negatief resultaat nog-
maals na 48 uur beoordeeld. 
De culturen in lakmoesmelk werden beoordeeld op zuur-
vorming, reductie en stremming. Bij moeilijk in lakmoesmelk 
groeiende of slechts zwak lactose splitsende stammen was het 
gewenscht bij de eindbeoordeeling van het proefbuisje dit met 
een bianco buisje lakmoesmelk te vergelijken. In verreweg de 
meeste gevallen was de kleuromslag van blauw tot rose echter 
zonder meer duidelijk. De reductie van de lakmoes werd als 
positief beschouwd indien tenminste 2/s van de kolom lakmoes-
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melk in 1 a 2 dagen volledig ontkleurd was. Melkzuurstrepto-
coccen lieten slechts enkele millimeters aan den bovenkant van 
de gestremde kolom rood gekleurd met een zeer scherpe 
scheiding naar het gereduceerde gedeelte. Buisjes waarin de 
blauwe of rose kleur wat lichter geworden was, werden steeds 
als negatief beschouwd. De stremming werd positief gerekend 
indien door de zuurvorming een krachtige coagulatie opge-
treden was, waaronder verstaan werd, dat de gestremde kolom 
melk bij zacht kloppen van de schuin gehouden reageerbuis 
op de handpalm geheel intact bleef. In die gevallen, waarbij 
de gestremde kolom door deze bewerking gemakkelijk te ver-
deelen was, werd dit als een zwakke stremming genoteerd. Een 
sterke samentrekking van de gestremde massa onder uitpersing 
van wei, zooals bij staphylococcen kan voorkomen en die aan 
lebvorming moet worden toegeschreven, werd bij strepto-
coccen niet waargenomen. De eindbeoordeeling van de lak-
moesmelkculturen op zuurvorming en stremming geschiedde 
na 5 dagen. 
De beoordeeling van de zuurvorming uit koolhydraten 
leverde over het algemeen geen moeilijkheden op. De kleur-
omslag van blauw tot geel was na verloop van korteren of 
langeren tijd steeds duidelijk. Alleen in de buisjes met arbutine 
trad in enkele gevallen een verkleuring van blauw tot purper 
op. In deze gevallen werd aan het einde van den beoordeelings-
tijd de pH met een Lyphanpapiertje (No. 669) gecontroleerd. 
Wanneer niet reeds eerder zuurvorming was opgetreden, ge-
schiedde de eindbeoordeeling na 10 dagen. Tevens werd aan-
teekening gehouden na hoeveel dagen de positieve reacties als 
zoodanig werden herkend. 
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HOOFDSTUK 3. 
SEROLOGISCH ONDERZOEK. 
Het serologische onderzoek van de gei'soleerde streptococcal 
was gebaseerd op de praecipitatie-methode van LANCEFIELD 
(1925,1928 en 1933). 
§ 1. De bereiding van vaccins. 
De vaccins werden volgens de door LANCEFIELD aangegeven 
methode bereid. De 18 a 24 uur oude bouillonculturen werden 
gecentrifugeerd, waarna de bovenstaande vloeistof werd af-
gegoten. De zoo verkregen bacteriemassa werd gesuspendeerd 
in een weinig physiologische zoutoplossing, die 0,2 % formaline 
bevatten en met deze oplossing aangevuld tot V20 van het 
volume van de oorspronkelijke bouilloncultuur. Deze gecon-
centreerde streptococcen-suspensie werd gedurende 3 dagen in 
de ijskast geplaatst om de bacterien te dooden en daarna op 
steriliteit gecontroleerd. Vervolgens werd het steriele vaccin 
m de gewenschte hoeveelheden over kleine, steriele buisjes ver-
deeld, welke tot het gebruik in de ijskast bewaard werden. 
Vlak voor elke inspuiting werd telkens een buisje met steriele 
physiologische zoutoplossing tot het oorspronkelijke bouillon-
volume verdund (1 druppel geconcentreerd vaccin is equiva-
lent met 1 ccm oorspronkelijke bouilloncultuur). De gebruikte 
hoeveelheden vaccin worden hieronder aangegeven in den 
verdunden toestand, dus correspondeerende met de hoeveel-
heden oorspronkelijke bouilloncultuur. Voor de vaccins van 
streptococcen van menschelijken oorsprong werden de bouil-
lonculturen, eveneens volgens de voorschriften van LANCE-
FIELD, voor het centrifugeeren gedood door een half uur op 
C. te verhitten. De verdere bewerking was dezelfde als 
voor de andere streptococcen-soorten. 
S 2. De bereiding van sera. 
De eerste sera werden nauwkeurig volgens de voorschriften 
van LANCEFIELD bereid. Op zeven achtereenvolgende dagen 
werd bij konijnen telkens 1 ccm vaccin in de oorader gespoten. 
Dan volgden zeven dagen rust, waarna de inspuitingen her-
Mastitis 4
 mm 
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haald werden, enzoovoorts. Vijf dagen na de laatste injectie 
van elke serie van 7 inspuitingen werd een proef bloeding ge-
daan. Bij een voldoende sterke positieve reactie werd het konijn 
twee dagen na de proef bloeding getapt. Op deze wijze werden 
na twee tot vier series van inspuitingen goede sera verkregen. 
Het kwam echter vaak voor, dat na drie series nog geen vor-
ming van praecipitinen waarneembaar was. In overeenstem-
ming met de waarnemingen van LANCEFIELD werd in dergelijke 
gevallen, ook door voortzetting van de inspuitingen tot zes 
series toe, geen bruikbaar serum verkregen. 
Zooals uit het bovenstaande blijkt was de bereiding van de 
sera tijdroovend (een a twee maanden). Volgens LANCEFIELD 
wordt nu de vorming van praecipitinen in hoofdzaak bevor-
derd door een groot aantal kleine, intraveneuze inspuitingen. 
Daar waargenomen was, dat de proefdieren de inspuitingen 
zeer goed verdragen, terwijl PLASTRIDGE en HARTSELL (1937) 
en STABLEFORTH (1932, 1937, 1938) goede sera verkregen 
respectievelijk door een enkele serie van 10 en door eenige 
wekelijksche series van 3 of 4 inspuitingen, werd overgegaan 
tot wekelijksche series van 5 inspuitingen van 1 ccm vaccin. 
Daarbij werden de inspuitingen dus slechts op Zaterdag en 
Zondag onderbroken. De proefbloedingen geschiedden telkens 
vlak voor de eerste inspuiting van de volgende week, dus op 
Maandag. Bij een voldoende sterke positieve praecipitatie-reactie 
werden de inspuitingen gestaakt en werd het bloed drie dagen 
later (Donderdag) afgetapt. Bij deze werkwijze werden in 
2Yl tot 3|/2 week goed bruikbare sera verkregen, doch het 
aantal gevallen waarin geen bruikbare sera werden verkregen 
was eveneens hoog. 
Later werden ook sera bij geiten bereid. De dagelijksche 
doses bedroegen 2 ccm. Voor de herhaalde inspuitingen in de 
halsslagader kori het beste een zeer fijn naaldje (Acufirm 
No. 15) gebruikt worden. Bij het gebruik van grovere naalden 
was de ader door de daarbij ontstane onderhuidsche bloed-
uitstorting spoedig moeilijk te vinden. Indien het naaldje door 
het opzuigen van het vaccin inwendig vochtig was, Het het 
gemakkelijk enkele druppels bloed door, die het treffen van 
de ader aantoonden.' 
Indien het stadium van proefnemingen voorbij is, is het 
gebruik van geiten economischer dan het gebruik van konijnen. 
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Het onaangename doodtappen van de proefdieren vervalt. Bij 
een goede behandeling behoeven de dieren niet in waarde 
achteruit te gaan. Eventueel kan het dier meerdere malen 
getapt worden. Dieren, die een goed serum leveren, kunnen 
aangehouden worden en later opnieuw voor de bereiding van 
hetzelfde groep-specifieke serum gebruikt worden. Het ge-
lukte evenwel niet een serum voor groep C bij geiten te be-
reiden (3 proef dieren). 
De verkregen sera werden met 1U°loo chinosol of met 
0,5 % carbol geconserveerd en in de ijskast bewaard. De houd-
baarheid van de op deze wijze geconserveerde sera was zeer 
groot. Van een vergeten restje van het eerste serum voor 
Str. uberis bleek de praecipitatie-reactie na bijna 3 jaren nog 
even krachtig te zijn als voorheen. Een serum voor groep B 
(geitenserum) is reeds 2 jaar in gebruik zonder achteruitgang 
in praecipiteerend vermogen. 
§ 3. De bereiding van ex t rac ten ; vereenvoudiging 
van de formamide-methode. 
Zoolang slechts de bereidingswijze van streptococcen-
extracten volgens de methode van LANCEFIELD bekend was, 
waarbij, uitgaande van een groote hoeveelheid bouilloncultuur, 
na een uitvoerige reeks van bewerkingen slechts enkele ccm 
gezuiverd groep-specifiek extract verkregen werden, werd het 
in verband met den beschikbaren tijd niet practisch mogelijk 
geacht de serologische praecipitatie-methode van LANCEFIELD 
m de onderzoekingen te betrekken. Toen echter BROWN (1938) 
en TULLER (1938) eenvoudigere extractie-methoden uitwerk-
ten, waarbij werd uitgegaan van slechts J ccm bouilloncultuur, 
werd besloten tot het serologische onderzoek over te gaan. De 
methode van BROWN is in wezen een zeer sterke vereenvoudi-
gmg van de HCl-extractie volgens LANCEFIELD, waarbij elke 
r e m l g m g van het extract achterwege gelaten wordt. Hoewel 
BROWN mededeelde, dat onder enkele beperkende omstandig-
K "L-k u -J v e n r e a c t i e s werden waargenomen, werd de 
pruusbaarheid van deze methode voor de serologische groep-
V?AA T t W l J g e t r o k k e n , daar LANCEFIELD aangetoond 
nad, dat de ongezmverde extracten naast de te onderzoeken 
groep-specrfieke stoffen ook vaak verschillende niet-specifieke 
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stoffen en steeds type-specifieke stoffen bevatten, die aan-
leiding konden geven tot nevenreacties bij het serologische 
onderzoek. De keuze viel daarom op de formamide-methode 
van FULLER, waarbij wel een zuivering van de extracten plaats 
had, Bij een aantal orienteerende proeven met verschillende 
sera werd de formamide-methode, die inmiddels algemeen in-
gang heeft gevonden, met behulp van de origineele extractie-
methode volgens LANCEFIELD gecontroleerd. De resultaten van 
de praecipitatie-proeven met de beide extracten waren vol-
komen met elkaar in overeenstemming, zoodat de omslachtige 
extractie-methode volgens LANCEFIELD verder niet meer 
werd gebruikt en in het eerste jaar van de serologische 
onderzoekingen uitsluitend de formamide-methode werd 
toegepast. 
Ook deze extractie-methode bleek echter in de practijk 
nogal bewerkelijk te zijn. Dit kwam temeer tot uiting, daar 
in het bedoelde jaar bijzonder veel monsters melk en uier-
secreet werden ingezonden, hetgeen met zich mede bracht, 
dat naast het meerdere dagelijksche werk ook meer strepto-
coccen-stammen werden gevonden, waarvan een meer uit-
voerig biochemisch en serologisch onderzoek gewenscht was. 
Daarom werd nagegaan of het mogelijk was een een-
voudigere extractie-methode uit te werken. Reeds bij het be-
studeeren van de formamide-methode had ik mij afgevraagd, 
waarom FULLER het noodig achtte de verkregen formamide-
extracten op zulk een drastische wijze te reinigen. Op grond 
van de onderzoekingen van LANCEFIELD, die aantoonde, dat 
de tot niet-specifieke reacties aanleiding gevende stoffen „P" 
en „Y", evenals bij de meeste streptococcensoorten de type-
specifieke stoffen „M", eiwitachtige stoffen waren, kon im-
mers aangenomen worden, dat deze praecipitinogenen bij de 
verhitting met het formamide op 150—160° C. ontleed zou-
den worden, althans de specif ieke eigenschappen zouden ver-
liezen. Het onderzoek werd daarom gebaseerd op de extractie 
van de streptococcen met formamide bij 150—160° C. Dat 
daarbij de (voor sommige streptococcensoorten) koolhydraat-
achtige, type-specifieke stoffen „S", zooals ook FULLER (1938) 
reeds opmerkte, waarschijnlijk intact bleven, werd niet als een 
bezwaar aangevoeld, daar zoowel STABLEFORTH (1932) als 
LANCEFIELD vaststelden, dat de type-specifieke stoffen nooit 
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aanleiding gaven tot praecipitatie-reacties met sera voor een 
heterologe streptococcengroep. 
De eerste proeven werden genomen met extracten, die be-
reid waren door het sediment van 10 ccm bouilloncultuur met 
0,2 ccm formamide te verhitten en na afkoeling onmiddellijk 
2 ccm physiologische zoutoplossing toe te voegen. Na om-
schudden en neutraliseeren werd gecentrifugeerd. De zoo ver-
kregen extracten gaven geen spoor van een reactie met de 
homologe sera. Ook door minder formamide bij de extractie 
te gebruiken werden geen betere resultaten verkregen. Daar 
verondersteld mocht worden, dat bij de reiniging van de 
extracten volgens de methode van FULLER een belangrijk 
gedeelte van de groep-specifieke stoffen verloren ging, werd 
net mogelijk geacht, dat de op bovenbeschreven wijze fcereide 
extracten te sterk geconcentreerd zouden zijn. Zoowel LANCE-
FIELD als FULLER waarschuwden immers voor het gebruik van 
te sterk geconcentreerde extracten, waarbij een moeilijk waar-
neembaar, gel-achtig neerslag kon ontstaan of de praecipitatie 
zelfs geheel kon uitblijven. Daarom werden in plaats van met 
2 ccm physiologische zoutoplossing, extracten met 4, 6 en 
8 ccm bereid. Hiermede werden betere resultaten verkregen. 
Bij de in gebruik zijnde verhouding van 2 deelen extract op 
1 deel serum, trad bij een enkel buitengewoon krachtig serum 
reeds met het tot 4 ccm verdunde homologe extract een zwakke 
praecipitatie op, doch alle sera gaven pas met de tot 8 ccm 
verdunde homologe extracten een duidelijke reactie. 
Met dit resultaat was de vereenvoudigde extractie-methode 
echter nog verre van volmaakt, daar verscheidene extracten 
na het centrifugeeren nog een meer of minder sterke diffuse 
troebeling vertoonden, die zeer hinderlijk kon zijn bij de be-
oordeeling van de praecipitatie-reactie met minder krachtige 
sera. Deze troebeling bleek bevorderd te worden door het 
gebruik van serum-bouillonculturen. Zelfs bij het gebruik van 
serum-bouillon konden echter vrijwel steeds volkomen heldere 
extracten verkregen worden door voor het neutraliseeren te 
centniugeeren en het zoo verkregen heldere, zure extract pas 
na overgieten in een ander buisje te neutraliseeren. Door een 
dergehjke werkwijze toe te passen, zou volgens FULLER (1938) 
bovendien nog een reiniging van het extract verkregen worden. 
Daar, zooals uit het bovenstaande blijkt, bij de vereen-
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voudigde extractie-methode van een kleine hoeveelheid bouillon 
een ruim voldoende hoeveelheid extract verkregen werd, kon-
den voor het centrifugeeren van de bouilloncultuur in plaats 
van de gebruikelijke centrifugebuisjes (puntmodel) kleine 
reageerbuisjes gebruikt worden. Dit bracht nog een kleine 
vereenvoudiging in de bereiding van de extracten met zich 
mede. Het bleek namelijk, dat het sediment van de strepto-
coccencultuur in deze buisjes gemakkelijk even opgekookt kon 
worden met het formamide. Reeds FULLER stelde vast, dat de 
groep-specifieke koolhydraten niet merkbaar leden door het 
mengsel van streptococcen en formamide enkele minuten op 
te koken (waarbij een temperatuur van bijna 200° C. bereikt 
wordt). Bij een reeks van onderzoekingen kon deze waar-
neming voor de bij het onderzoek betrokken streptococcen-
soorten bevestigd worden. Zelfs indien het formamide-strepto-
coccenmengsel nagenoeg drooggekookt werd tot een donker-
bruine gelei werd de praecipitatie-reactie nog niet geschaad. 
Waren er slechts weinig streptococcenstammen tegelijkertijd 
serologisch te onderzoeken, zooals meestal het geval was, dan 
beteekende het even opkoken van de streptococcen met het 
formamide een niet te verwaarloozen vereenvoudiging en 
tijdsbesparing tegenover de verhitting in een oliebad gedurende 
15 min. op 150—160° C. 
In het kader van deze onderzoekingen naar een vereen-
voudigde extractie-methode werden nog eenige practische 
waarnemingen gedaan, die hier niet onvermeld mogen blijven. 
Het sediment van culturen van Sir. agalactiae in serum-
bouillon of gewone bouillon vertoonde meestal neiging om met 
de afgegoten bovenstaande vloeistof mee weg te vloeien. Aan 
dit kleine practische bezwaar werd afdoende tegemoet ge-
komen door glucose-bouillon te gebruiken. De toevoeging van 
glucose bevorderde de krachtige ontwikkeling van moeilijk 
groeiende streptococcen bovendien vaak nog beter dan de toe-
voeging van serum. Van glucose-bouillonculturen werden ook 
steeds heldere extracten verkregen. Bij de bereiding van strepto-
coccen-extracten was het gebruik van glucose-bouillon dus 
om verschillende redenen te prefereeren. 
Bij het neutraliseeren van de extracten vertoonden deze een 
sterke nawerking, d.w. z. dat indien het extract met enkele 
druppels Vio N loog was geneutraliseerd, dit enkele minuten 
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later weer een zure reactie vertoonde. Werd opnieuw met 
1 druppel loog geneutraliseerd dan herhaalde zich dezelfde 
gang van zaken. Verder werd opgemerkt, dat zwakke sera 
vaak een belangrijk krachtiger en tevens snellere reactie gaven, 
indien de extracten flink alcalisch werden gemaakt. Het bleek, 
dat zelfs na menging met een sterk alcalisch extract de eind-
reactie van het mengsel ongeveer neutraal bleef. Het was 
daarom niet noodig de extracten nauwkeurig te neutraliseeren. 
De ervaring leerde welke hoeveelheid 1/io N loog toegevoegd 
moest worden om de nawerking van het extract volledig te 
compenseeren en om een voldoende alcalische reactie te ver-
krijgen voor een goede en snelle praecipitatie met weinig 
krachtige sera. 
Hoewel STABLEFORTH (1937) er voor waarschuwde om de 
extracten niet te alcalisch te maken, daar zij dan snel in sterkte 
achteruit zouden gaan, is de eerste uren van een dergelijken 
achteruitgang niets te merken. Wil men echter een extract 
voor proef nemingen eenigen tijd bewaren, dan is het gewenscht 
slechts het direct te gebruiken gedeelte van het extract te 
neutraliseeren. De zure extracten kunnen maandenlang zon-
der achteruitgang in sterkte in de ijskast bewaard worden. 
Nadat de vereenvoudigde extractie-methode gedurende ge-
ruimen tijd bij het dagelijksche serologische onderzoek op haar 
practische bruikbaarheid was getoetst en bij een groote serie 
van onderzoekingen met de formamide-methode volgens 
DULLER was vergeleken, werd gedurende het laatste jaar van 
de onderzoekingen uitsluitend deze vereenvoudigde forma-
mide-extractie toegepast. Daarbij werd nauwkeurig volgens 
het volgende voorschrift te werk gegaan: 
2 a 3 ccm paardenvleesch-glucosebouilloncultuur worden 
tn een kJein reageerbuisje (10 cm lang, 8 mm inwendige dia-
meter) gebracht en gecentrifugeerd. Daarna wordt de hoogte 
van de meniscus gemerkt en de bovenstaande vloeistof afge-
goten. Aan het verkregen sediment worden 2 druppels forma-
mtde toegevoegd. De streptococcen worden door voorzichtig 
opkx>k£n boven een klein vlammetje in de formamide opgelost 
(°™%evee* If second en doorkoken), waarbij een meestal 
™
ld
*je> bruingele vloeistof ontstaat. Ms het buisje wat afge-
koeld is, wordt met physiologische zoutoplossing, eventueel 
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voorzien van phenolrood ah indicator, aangevuld tot het oor-
spronkelijke volume van de bouillon en wordt na menging 
het gevormde neerslag afgecentrifugeerd. Het beldere, zure 
extract wordt in een ander buisje overgegoten en met 8 drup-
pels Vio N loog geneutraliseerd. 
Het geneutraliseerde extract was steeds volkomen helder en 
gaf met de meeste sera de beste resultaten bij een verhouding 
van 1 deel extract op 1 deel serum. Op de verhouding serum-
extract wordt nader teruggekomen in een volgende paragraaf. 
De vereenvoudigde formamide-extractie voldeed in de 
practijk uitstekend. Slechts een enkele maal werden onge-
wenschte nevenreacties waargenomen, die dan echter steeds bij 
controle met de extractie-methode volgens FULLER in even 
sterke mate optraden. De nevenreacties konden dus geen enkele 
maal aan de vereenvoudiging van de extractie-methode ge-
weten worden. 
De bereiding van een groep-specifiek extract voor 1 tot 
8 streptococcenstammeh is op de bovenbeschreven wijze wel 
zeer eenvoudig en duurt 25 tot 30 minuten, terwijl daarmede 
bij de meer bewerkelijke formamide-methode volgens FULLER 
minstens een uur gemoeid is. 
§ 4. Uitvoering van de praecipitatie-reactie. 
Bij de uitvoering van de eerste serologische onderzoekingen 
werden nauwkeurig de voorschriften van LANCEFIELD gevolgd. 
Door het gebruik van 0,2 ccm serum voor elke reactie werd 
daarbij echter wel zeer kwistig met het kostbare serum om-
gegaan. 
BROWN (1938) kwam aan dit bezwaar tegemoet door met 
de platina-ose hangende druppels in een petrischaal te maken 
van gelijke hoeyeelheden extract en serum en daarna het ver-
loop van de reactie bij kamertemperatuur onder den microscoop 
bij een kleine vergrooting te vervolgen. Op deze wijze was het 
echter niet mogelijk de vorming van een ringreactie, noch die 
van het typische samenhangende neerslag na bewaring in de 
ijskast te beoordeelen. Bij enkele proeven met deze uitvoering 
van de reactie volgens BROWN bleek bovendien, dat het maken 
van de hangende druppels, evenals de beoordeeling van de 
reactie onder den microscoop, veel meer tijd vergden dan de 
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techniek van LANCEFIELD. Daarom werd op deze methode niet 
verder ingegaan. 
Onder aanhouding van de techniek van LANCEFIELD werd de 
voor elke reactie benoodigde hoeveelheid serum tot een vierde 
gedeelte teruggebracht door in zeer kleine buisjes aan 1 druppel 
serum (uit een pipet) 2 druppels extract te laten toevloeien. 
De kleine buisjes werden verkregen door aan de bij de coli-proef gebrui-
kelijke Durham-buisjes een flinke kraag te smelten. De buisjes werden in 
series van 8 stuks in speciaal vervaardigde koperen rekjes gehangen, waarin 
zij op den uitgesmolten kraag rustten. De openingen in de rekjes werden 
ruim gemaakt, waardoor de buisjes eenige bewegingsvrijheid behielden en 
serum en extract door tikken tegen den onderkant van de buisjes gemakkelijk 
te mengen waren. In de lengte van de rekjes werd een pen boven over de 
kragen van de buisjes geschoven, zoodat zij niet uit de rekjes konden vallen 
en ook bij het schoonmaken er niet uitgenomen behoefden te worden. De 
pennen werden iets buiten'het centrum van de buisjes aangebrachtj zoodat 
2lJ bij de toevoeging van sera en extracten niet hinderden. 
Bij de bereiding van de eerste sera werd niet onmiddellijk 
een krachtig praecipiteerend groep-serum voor Sir. agalactiae 
verkregen. Daarom werd voorloopig een minder krachtig 
serum gebruikt, dat met homologe extracten meestal een 
zwakke ringreactie, na 2 uur bij 37° C. geen praecipitatie, doch 
na 24 uur in de ijskast steeds een samenhangend bezinksel gaf. 
Werd een rekje van dit serum met verschillende extracten, 
nadat de ringreactie beoordeeld was en serum en extract ge-
mengd waren, een uur bij kamertemperatuur gelaten voordat 
het bij 37° C. geplaatst werd, dan vormde zich met de homo-
loge extracten een duidelijk waarneembaar praecipitaat, dat 
slechts weinig zwakker was dan de praecipitaten van krach-
tigere sera met homologe extracten na 2 uur bij 37° C. Het 
gevormde praecipitaat bleek bij 37° C. weer op te lossen. 
Door herhaling van de praecipitatie met dit serum bij kamer-
temperatuur in een groot aantal gevallen kwam vast te staan, 
dat met homologe extracten in 20—60 minuten steeds duidelijk 
waarneembare praecipitaten gevormd werden. 
Ook krachtige sera bleken met de homologe extracten bij 
kamertemperatuur een goede praecipitatie te geven. Werd het 
mengsel van een krachtig serum met het homologe extract na 
een uur bij kamertemperatuur bewaard te zijn op 37° C. ge-
bracht, dan werd het praecipitaat niet sterker, in sommige 
gevallen daarentegen zwakker. Werden de praecipitaties na 
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een uur bij kamertemperatuur niet meer op 37° C. gebracht, 
doch onmiddellijk in de ijskast geplaatst, dan was na 24 uur 
hetzelfde groep-specifieke, samenhangende bodembezinksel 
gevormd als na voorafgaande verwarming op 37° C. 
Overwegende, da took BROWN (1938) de praecipitatie-reactie 
bij kamertemperatuur uitvoerde en dat bovendien op deze 
wijze minder krachtige sera goed practisch bruikbaar werden, 
werd de reactie bij de verdere onderzoekingen steeds bij kamer-
temperatuur uitgevoerd. Daardoor bleek bovendien de ring-
reactie overbodig te worden, daar de positieve reacties zich in 
de meeste gevallen binnen 10 minuten na het mengen van 
serum en extract reeds duidelijk afteekenden. 
Slechts bij zwakke sera was de vorming van het praecipitaat 
pas na 20 tot 60 minuten voldoende duidelijk, doch in der-
gelijke gevallen was ook de ringreactie pas na 30 minuten, 
meestal zwak, waarneembaar. Voor het verkrijgen van een 
mooie ringreactie vereischte bovendien de samenvoeging van 
extract en serum veel zorg. Later, bij het gebruik van slechts 
1 druppel serum, werd het nog moeilijker en mislukte het 
meestal een'goede ringreactie te verkrijgen. 
Op grond van deze ondervindingen werd de ringreactie 
achterwege gelaten en werden serum en extract onmiddellijk 
gemengd, na 10 tot 60 minuten bij kamertemperatuur beoor-
deeld en vervolgens in de ijskast geplaatst. Uiterst zwakke sera 
gaven na 24 uur bewaren in de ijskast een bezinksel, dat bij het 
opwervelen weer diffuus verdeeld werd. Ook het gebruik van 
de kleine hoeveelheden serum en extract werkte de vorming 
van het groep-specifieke, als een geheel samenhangende bodem-
bezinksel niet in de hand. Het groep-specifieke neerslag van 
normale en sterke sera na 24 uur bewaren in de ijskast was 
echter nooit diffuus te verdeelen. 
De verhouding waarin serum en extract werden gemengd, 
bleek van groot belang te zijn. Zooals LANCEFIELD en FULLER 
beiden opmerkten en tevens bij de in § 3 besproken onder-
zoekingen nogmaals bleek, kan door het gebruik van te sterke 
extracten een positieve reactie met zwakke sera uitblijven. Ook 
de verhouding, waarin serum en extract werden gemengd, was 
in dergelijke gevallen van invloed. Bij een van de verkregen 
sera werd door het mengen van 1 deel serum met 2 deelen 
extract geen positieve reactie gekregen. Werd het extract 
2 maal verdund dan werd de reactie bij dezelfde mengverhou-
ding zwak positief. Door een verdere verdunning van het 
extract werd de reactie echter weer negatief. Werd daaren-
tegen 1 deel onverdund extract met 1 deel serum gemengd, 
dan werd weer een zwak positieve reactie verkregen, terwijl 
door 2 deelen serum met 1 deel van een iets sterker extract te 
mengen een normale positieve reactie werd verkregen. 
Door deze ondervinding geleid gelukte het later om van een 
konijn, waarvan het serum bij de gebruikelijke verhouding van 
1 deel serum op 2 deelen extract — ook door verdunning van 
het extract — geen praecipitatie-reactie gaf, nog een bruik-
baar serum te winnen door voor dit serum een verhouding van 
2 deelen serum op 1 deel extract als praecipitatie-verhouding 
vast te stellen. Hieruit bleek dus, dat het gewenscht was om 
voor elk nieuw gewonnen serum de juiste verhouding voor het 
mengen van serum en extract te bepalen. De sterkte van de 
met de vereenvoudigde formamide-methode bereide extracten 
is nu zoo gekozen, dat voor zwakke sera 2 deelen serum met 
1 deel extract, voor normale sera 1 deel serum met 1 deel 
extract en voor buitengewoon sterke sera 1 deel serum met 
2 deelen extract gemengd kunnen worden om een goede posi-
tieve reactie te verkrijgen. Indien deze verhouding dus voor 
elk serum wordt vastgesteld, kan steeds en voor alle sera het-
zelfde extract worden gebruikt. 
Samenvattend kan dus gezegd worden, dat de praecipitatie-
reactie op grond van de verschillende onderzoekingen en 
ervaringen bij het meerendeel der onderzoekingen als volgt 
werd uitgevoerd: 
Naar gelang van de sterkte der sera werden daarvan 2, 1 
of 1 druppels met respectievelijk 1, 1 of 2 druppels extract 
gemengd. Gedurende 2 uur bij kamertemperatuur werd de 
vorming van een diffuus praecipitaat vervolgd. Nadat de 
extracten vervolgens 24 uur in de ijskast bewaard waren, werd 
gecontroleerd of het gevormde neerslag samenhangend en niet 
meer diffuus te verdeelen was. 
• 
§ 5. Absorptieproeven. 
In eenige gevallen bleek het gewenscht absorptieproeven te 
verrichten. Daar, zooals in de vorige paragraaf werd mede-
gedeeld, gebleken was, dat de praecipitatie-reactie voor zwakke 
sera beter bij kamertemperatuur uitgevoerd kon worden dan 
bij 37° C , werd eerst nagegaan of de temperatuur ook invloed 
had op de absorptie. De onderzoekingen toonden aan, dat zoo-
wel na enkele minuten bij kamertemperatuur als na 3 0 minuten 
bij 37° C. de sera volkomen geabsorbeerd waren door het 
sediment van de bouilloncultuur van homologe streptococcen-
stammen. Daar echter bij enkele sera de praecipitatie-reactie 
pas na 30 tot 60 minuten duidelijk waarneembaar was, werd 
het wenschelijk geacht ook den duur van de absorptie dien-
overeenkomstig te verlengen. Aanvankelijk werd voor elk 
serum bepaald met het sediment van welke hoeveelheid 
bouilloncultuur van een homologen stam een bepaalde hoe-
veelheid serum geabsorbeerd diende te worden om alle prae-
cipitinen volledig uit het serum weg te nemen. Later bleek, 
dat deze hoeveelheden zoowel voor zwakke als voor sterke sera 
nagenoeg gelijk waren, zoodat een algemeen voorschrift voor 
de uitvoering van de absorptie opgesteld kon worden. 
Aan het sediment van 60 ccm paardenvleesch-bouillon-
cultuur van den te onderzoeken streptococcenstam werd 
0,4 ccm van het te onderzoeken serum toegevoegd. Na mengen 
en 2 uur staan bij kamertemperatuur werd gecentrifugeerd en 
werd het bovenstaande heldere serum afgegoten in een klein 
buisje. Met het zoo verkregen geabsorbeerde serum werden de 
vereischte praecipitatie-reacties uitgevoerd in de voor elk serum 
bekende verhouding van serum en extract. Bij alle proeven 
werden de resultaten vergeleken met de praecipitatie-reacties 
van niet geabsorbeerd serum, van serum geabsorbeerd door den 
homologen streptococcenstam en van serum geabsorbeerd door 
een stam van een heterologe streptococcensoort. 
Waar deze controle-reacties voor een goed begrip van de 
verrichte onderzoekingen niet weergegeven behoefden te wor-
den, zijn zij in de volgende hoofdstukken ook niet steeds ver-
meld. Zij werden echter steeds uitgevoerd. 
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DERDE DEEL. 
RESULTATEN VAN H E T ONDERZOEK. 
HOOFDSTUK 1. 
STREPTOCOCCUS AGALACTIAE. 
§ 1. Microscopisch onderzoek van het sediment. 
In het tweede deel, hoofdstuk 1, § 2 is reeds beschreven wat 
onder het „typische" streptococcenbeeld werd verstaan. Er 
werd uitsluitend onderscheid gemaakt tusschen typisch en 
niet-typisch. Bij het microscopische onderzoek van het 
sediment van de 488 in den loop van een jaar onderzochte 
monsters melk en uiersecreet, waarin door middel van het 
bacteriologische onderzoek Sir. agalactiae werd aangetoond, 
werd slechts in 217 sedimenten het typische streptococcen-
beeld waargenomen. Met andere woorden de streptococcen 
konden slechts in ruim 44 % der gevallen, waarbij een infectie 
door Sir. agalactiae aanwezig was, als „mastitis-streptococcen" 
herkend worden. In de overige gevallen werden bij het micro-
scopische onderzoek van het sediment geen coccen gevonden 
of werden de streptococcen waargenomen als diplococcen, als 
korte ketens van ronde coccen of zelfs als kleine op staphylo-
coccen gelijkende conglomeraten, zoodat geen onderscheid be-
stond met door saprophytische streptococcen of staphylo-
coccen veroorzaakte beelden. Het percentage typische strepto-
coccenbeelden bleek vooral ongunstig bei'nvloed te worden 
door monsters melk met geen of slechts geringe afwijkingen. 
Voor normale melk (met een sediment van minder dan 0,5 °/oo) 
bedroeg dit 17 %, voor melk met geringe afwijkingen (sedi-
ment van 0,5 t / m 2,5 °/oo) 24 % en voor uiersecreet (sediment 
meer dan 2,5 °/oo) 62 %. Voor het diergeneeskundige onder-
zoek, waarbij het vaak van belang is om latente infecties en 
uieraandoeningen van weinig ernstigen aard op te sporen, is dit 
verschijnsel als een nadeel te beschouwen. In de zuivelbereiding 
daarentegen, waar het in de eerste plaats van belang is om 
ernstig afwijkende melk aan te kunnen toonen, is dit eerder 
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een voordeel. Het bleek verder, dat het tot op zekere hoogte 
typisch was voor Str. agalactiae, indien er een wanverhouding 
bestond tusschen het aantal bij het microscopische onderzoek 
waargenomen streptococcen en het aantal op de culturen tot 
ontwikkeling komende kolonien. 
In het verloop van ruim drie jaar, waarin meer dan 2500 
monsters onderzocht werden op ziekte-oorzaak en ongeveer 
1100 maal Str. agalactiae kon worden aangetoond, werd 11 
maal het typische streptococcenbeeld waargenomen, zonder 
dat de streptococcen op de agar tot ontwikkeling kwamen. 
In al deze gevallen bleven de culturen volkomen steriel, terwijl 
het microscopische praeparaat als het ware volgepropt zat met 
streptococcen. Een herhaalde enting leverde steeds hetzelfde 
resultaat op. Daarom werd aanvankelijk aan de mogelijkheid 
gedacht, dat dergelijke monsters op een al te afdoende wijze 
waren „geconserveerd", doch door navraag bij de betrokken 
dierenartsen bleek, dat dit niet het geval was. 
Later vernam ik bij een persoonlijk onderhoud met den dier-
geneeskundige-bacterioloog van het Meijerilaboratoriet te Oslo, 
DR. O BRATLEY, dat Professor SKAR op zijn colleges steeds het 
hierboven beschreven verschijnsel memoreerde. Bij het diffe-
rentieeren rijst echter de vraag, welke streptococcensoorten in 
dergelijke gevallen in het spel kunnen zijn. Ongetwijfeld be-
staan hier nu sterke aanwijzingen, dat dit verschijnsel in het 
bijzonder bij de mastitis door Str. agalactiae voorkomt. Deze 
aanwijzingen zijn hieronder puntsgewijze weergegeven. 
1. Het verschijnsel, dat de culturen steriel bleven ondanks 
de microscopische waarneming van veel streptococcen in het 
sediment, kwam uitsluitend voor indien het typische strepto-
coccenbeeld was waargenomen. Zooals nu in volgende hoofd-
stukken zal blijken, kwam het typische streptococcenbeeld bij 
de andere soorten van mastitisstreptococcen slechts zelden voor. 
2. In twee van de hierboven beschreven 11 gevallen werd 
bij een later onderzoek inderdaad Str. agalactiae aangetoond. 
3. Het kwam herhaaldelijk voor, dat in het microscopische 
praeparaat van het sediment buitengewoon veel streptococcen 
in den typischen vorm werden aangetroffen, terwijl op de cul-
turen in verhouding slechts zeer weinig, soms zelfs niet meer 
dan 1 of 2 kolonien van Str. agalactiae, tot ontwikkeling 
kwamen. 
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4. Indien dergelijke „volgepropte" praeparaten bij de 
mastitis door andere streptococcensoorten werden waarge-
nomen, werden door enting steeds evenredig dicht gegroeide 
culturen verkregen. 
§ 2. Kenmerken van de cu l tu ren op paardenserum-
agar . 
a. H e r k e n n i n g van Str. agalactiae. Volgens DIERNHOFER 
(1930) zouden de kolonien van ongeveer 80 % der stammen 
van Str. agalactiae op serum-agar bij aanraking met de ent-
naald dradentrekkend zijn en zou deze eigenschap typisch 
voor Str. agalactiae zijn. Daar noch door DIERNHOFER noch 
door andere onderzoekers later veel aandacht aan dit kenmerk 
is besteed, werd het van belang geacht dit nader te bestudeeren. 
Bij 1171 streptococcenstammen, die in den loop van drie jaren 
als Str. agalactiae gediagnostiseerd werden, waren er 970 waar-
van de serumagar-kolonie een dradentrekkende consistentie 
bezat. Het hieruit te berekenen percentage van 83 % is zelfs 
iets hooger dan dat volgens DIERNHOFER. Zooals in hoof dstuk 8 
nog nader besproken zal worden is de slijmigheid van de kolo-
nien afhankelijk van verschillende factoren, waarmede onder 
anderen bij de samenstelling van den voedingsbodem rekening 
gehouden moet worden. Daar deze factoren in de jaren, waarop 
de berekening van het bovengenoemde percentage betrekking 
heef t, nog niet volledig werden beheerscht moet het percentage 
als dradentrekkend te kwalificeeren stammen waarschijnlijk 
nog verhoogd worden. 
De slijmigheid van de kolonien was niet altijd even duidelijk 
waar te nemen. In den meest typischen vorm was de substantie 
van de kolonien elastisch-kleverig. (Ook DIERNHOFER (1932-a) 
gebruikte later de term „elastisch".) Werd een typische slijmige 
kolonie van Str. aglactiae met de entnaald aangeraakt, dan 
werd een stevig, duidelijk waarneembaar draadje getrokken. 
Vaak liet het meegenomen materiaal weer van de entnaald los 
en sprong op de agar terug of liet de geheele kolonie of een 
gedeelte daarvan van de agar los en ging op de entnaald over. 
De kolonie in haar geheel was dus samenhangend. Soms had de 
kolonie zich bovendien vast op de agar gehecht. Het gelukte 
dan meestal pas door krachtig wrijven om een weinig materiaal 
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van de kolonie los te maken en daarvan een draadje te trekken 
of over te enten. Van de typische vormen van slijmigheid voor 
Sir. agdactiae bleek een continue reeks van overgangen naar 
den niet-slijmigen vorm te bestaan. De scheiding tusschen 
slijmige en niet-slijmige stammen was dus niet scherp te 
trekken. Slechts indien met zekerheid na aanraklng van de 
kolonien met de entnaald een draadje kon worden waarge-
nomen, werd de betrokken stam als „slijmig" aangemerkt. 
Zooals in hoofdstuk 5 nog nader uiteengezet zal worden 
bleek, dat door de slijmigheid van de kolonien een sterke aan-
duiding, doch niet altijd zekerheid werd verkregen, dat Sir. 
agdactiae aanwezig was. 
b. K o l o n i e v o r m . De vrijliggende 18—24 uur oude 
kolonien van Str. agalactiae op paardenserum-agar hadden 
meestal een doorsnede van ongeveer 1 mm, doch grootere zoo-
wel als kleinere kolonien kwamen geregeld voor. 
Daar op grond van de mededeelingen van SEELEMANN 
(1928), BISCHOFF (1930), KRAGE en GIPMANN (1931) en 
anderen verondersteld werd, dat het optreden van de „kluwen-
achtige" kolonievorm van Str. agalactiae uitsluitend aan 
„SEELEMANN-agar" was gebonden, werd hieraan aanvankelijk 
weinig aandacht besteed. Wegens de gebleken bruikbaarheid 
van de slijmigheid van de kolonien voor diagnostische doel-
einden werd meer op dit laatste kenmerk gelet. De kolonie-
vorm werd slechts met een zwak vergrootende loupe beoor-
deeld, waarbij de indruk werd verkregen, dat te veel verschil-
lende variaties en overgangen voorkwamen om daaruit enkele 
hoofdtypen te onderscheiden. Hoewel ook VEENBAAS en 
SJOLLEMA (1939) op serum-agar intermediate vormen tus-
schen de „kluwenachtige"- en gladde kolonien waarnamen, 
bleek uit hun mededeelingen toch, dat er wel degelijk verband 
bestond tusschen de kolonievormen op serum-agar en op 
„SEELEMANN-agar". Daarom werd sinds deze publicatie meer 
aandacht aan de kolonievormen besteed en werden de paarden-
serum-agar-culturen ook bij een sterkere vergrooting bekeken. 
Het bleek, dat de „kluwenachtige"- of „rough"-kolonien 
hierop inderdaad zelfs zeer typisch konden zijn, zoodat ook 
deze wijze van onderzoek van belang is voor een snelle her-
kenning van Str. agalactiae op paardenserum-agar. Na het 
beeindigen der overige onderzoekingen werd daarom nog een 
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speciale studie over dit onderwerp gemaakt. Bij het onderzoek 
van ongeveer 80 stammen bleek nu, dat in overeenstemming 
met de resultaten van VEENBAAS en SJOLLEMA in een niet te 
verwaarloozen aantal gevallen tusschenvormen werden waar-
genomen, waarbij de typische rough-vorm en dus ook Str. 
agalactiae niet dadelijk was te herkennen. Nagenoeg steeds 
lieten intermediaire vormen bouillon helder, hoewel ook daarbij 
twijfelgevallen voorkwamen. Het onderscheid tusschen den 
kluwenachtigen- en gladden vorm was in bouillon dus scherper 
dan op paardenserum-agar. 
c. M i c r o s c o p i s c h o n d e r z o e k v a n de k o l o n i e n . 
Het is uit de literatuur bekend, dat men bij het microscopische 
onderzoek van de agarkolonien van Str. agalactiae lang niet altijd 
een streptococcenstructuur in het praeparaat vindt. Reeds 
DIERNHOFER (1930) wees er op, dat het beeld vaak niet van sta-
phylococcen is te onderscheiden. In andere gevallen vindt men 
mooie streptococcen. Bij het microscopische onderzoek van de 
kolonien van Str. agalactiae op paardenserum-agar bleek nu, dat 
een scheiding te maken was tusschen praeparaten, waarin geen 
duidelijke streptococcenstructuur waar te nemen was en prae-
paraten, waarin overwegend mooie streptococcen werden 
waargenomen (gelijkende op het „typische streptococcen-
beeld"). De eersten waren steeds afkomstig van gladde kolo-
nien, de laatsten van kluwenachtige kolonien en tusschen-
vormen, die bouillon helder lieten. Het onderscheid tusschen 
de beide kolonievormen werd op deze wijze dus vergemak-
kelijkt. 
§ 3. Macroscopische en microscopische beoordeeling 
van de bouMoncultuur. 
Bij 172 biochemisch en serologisch onderzochte stammen 
van Str. agalactiae werden aanteekeningen gemaakt over de 
groeiwijze in bouillon. Van deze 172 stammen lieten er 105 
de bouillon volkomen helder. De overige 67 stammen veroor-
zaakten een meer of minder sterke troebeling, al dan niet 
onder de vorming van een bodembezinksel. Bij nagenoeg alle 
stammen was het eventueel gevormde bodembezinksel door 
omzwenken van de cultuur volkomen diffuus te verdeelen. 
De groeiwijze in bouillon is op verschillende manieren te 
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beinvloeden. Bij de bereiding van streptococcensuspensies voor 
de agglutinatie met type-specif ieke sera werd daarvan o. a, 
door STABLEFORTH (1932) gebruik gemaakt om niet te snel 
spontaan agglutineerende suspensies te verkrijgen. Verscheidene 
in gewone bouillon helder groeiende stammen groeiden troebel 
in serum-bouillon, doch een enkele maal werd ook een stam 
gevonden, die troebel groeide in gewone bouillon en serum-
bouillon volkomen helder liet. Ook de aanwezigheid van splits-
bare koolhydraten en andere toevoegingen zijn van invloed 
op de groeiwijze in bouillon. 
Bij het microscopische onderzoek van de bouilloncultuur 
van Str. agalactiae werd zelden het typische streptococcenbeeld 
waargenomen. De coccen waren meestal rond, soms zelfs iets 
ovaal. De ketens waren vaak geweldig lang, doch een enkele 
maal werden ook zeer korte ketens waargenomen. 
§ 4. Biochemische eigenschappen. 
In totaal werden 312 stammen van Str. agalactiae nader 
biochemisch en hiervan 262 stammen tevens serologisch onder-
zocht. 
In werkelijkheid is dit aantal nog veel grooter, doch van een groot aantal 
stammen, dat bij het practische dagelijksche melkonderzoek ter controle op 
de diagnose in aesculine-hippuraat-bouillon en lakmoesmelk geent werd en 
dat tevens serologisch onderzocht werd, was het resultaat van het onderzoek 
niet uitvoerig genoteerd. 
Al spoedig was gebleken, dat stammen, waarvan de kolonien typisch 
elastisch-dradentrekkend waren, bij het verdere biochemische onderzoek 
altijd als Str. agalactiae gediagnostiseerd werden, zoodat voor het stellen van 
een juiste diagnose een nadere differentia tie niet beslist noodzakelijk was. 
Indien de tijd voor het samenstellen van de verschillende voedingsbodems 
beschikbaar was, werden ter controle steeds zooveel mogelijk draden-
trekkende stammen met behulp van de belangrijkste reacties voor Str. 
agalactiae nader geidentificeerd, zoodat slechts ongeveer een vierde gedeelte 
van deze stammen alleen op grond van de slijmigheid van de kolonien als 
Str. agalactiae gediagnostiseerd werd. Een zoo groot mogelijk aantal slijmige 
stammen werd bij het volledige biochemische en serologische onderzoek 
betrokken. 
Kolonien met een weeke, niet-slijmige consistentie moesten uit den aard 
der zaak steeds uitvoeriger onderzocht worden om een juiste diagnose te 
kunnen stellen. Bij een zeer groot aantal van deze stammen werd een volledig 
biochemisch en serologisch onderzoek verricht. De verhouding tusschen het 
aantal in tabel 3 weergegeven stammen met dradentrekkende kolonien en 
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het aantal niet-slijmige stammen is dus niet de verhouding, waarin deze in 
werkelijkheid voorkwamen. 
Bij 229 van de bovengenoemde 312 stammen werd het volledige bio-
chemische onderzoek toegepast. Dit omvatte hydrolyse van aesctdine en 
natrium-hippuraat, haemolyse, gedrag in lakmoesmelk, aanwezigheid van 
katalase en zuurvorming uit saccharose, raffinose, salicine, manniet en 
sorbiet. 181 stammen werden tevens onderzocht op de zuurvorming uit 
trehalose en inuline. Daar hiermede voldoende gegevens verzameld waren, 
werd de nog resteerende trehalose gereserveerd voor het onderzoek van de 
overige streptococcensoorten. Tenslotte werden 119 stammen tevens onder-
zocht op de zuurvorming uit arbutine en amygdaline. Nadat gebleken was, 
dat het gebruik van deze beide stoffen ook bij het onderscheiden van de 
andere streptococcen van weinig belang was, werden zij niet meer gebruikt. 
Van de 229 volledig biochemisch onderzochte stammen werden er 179 
tevens serologisch onderzocht. 
Aesculine werd nooit gesplitst. Natrium-hippuraat werd 
steeds gehydrolyseerd. Mits voor dit onderzoek steeds paarden-
vleeschbouillon werd gebruikt, viel de reactie meestal na 1 of 
2 dagen reeds duidelijk positief uit, in enkele gevallen echter 
pas na 3 dagen. Slechts bij uitzondering was de reactie zwak. 
47 % der stammen gaf een meestal zwakke, doch in enkele 
gevallen zeer krachtige haemolyse. Lakmoesmelk werd in 1 of 
2 dagen rood gekleurd, terwijl bij versch uit melk of uiersecreet 
gekweekte stammen steeds in 1 tot 4 dagen een stevig coagulum 
gevormd werd, dat bij luchtig kloppen van de reageerbuis op 
de handpalm geheel intact bleef. Was na 1 dag nog geen zuur 
gevormd, dan kwam het veelvuldig voor, dat op den bodem 
van de reageerbuis een duidelijk zichtbaar klompje rood ge-
kleurde wrongel aanwezig was. Een dergelijk gestremd, niet 
gereduceerd „voetje" in de overigens nog geheel vloeibare en 
blauw gekleurde lakmoesmelk werd bij andere streptococcen-
soorten niet waargenomen en kan dus als typisch voor Str. 
agalactiae beschouwd worden. Het door SEELEMANN (1928) 
genoemde kenmerk van overlangsche strepen in het coagulum 
was eveneens in zooverre typisch, dat het bij andere strepto-
coccensoorten niet voorkwam. Lang niet alle stammen van 
Str. agalactiae bezaten echter deze eigenschap. De waarnemin-
gen van ROSELL (1931) e. a., dat sommige oude laboratorium-
stammen het vermogen om lakmoesmelk tot stremming te 
kunnen brengen verliezen, werden bevestigd. Daaraan kan 
toegevoegd worden, dat dergelijke oude stammen verder alle 
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oorspronkelijke eigenschappen behielden, dus ook een positieve 
praecipitatiereactie met serum voor groep B (zie § 5) bleven 
vertoonen. Een volledige reductie van de lakmoes kwam niet 
voor. De roode kleur in het onderste gedeelte van de reageer-
buis was na de volledige stremming meestal iets lichter dan in 
het bovenste gedeelte met een scherpe grens iets boven de helft 
van de gestremde kolom melk. 
Str. agalactiae bevatte geen katalase. 
Saccharose werd steeds aangetast, raf f inose, manniet, sorbiet, 
inuline en amygdaline niet. 
94 % der onderzochte stammen ontleedde salicine, 85 % 
der onderzochte stammen ontleedde trehalose, 59 % der onder-
zochte stammen ontleedde arbutine. 
§ 5. Serologisch onderzoek. 
a. P r a e c i p i t a t i e r e a c t i e . Alle stammen van Str. 
agalactiae, die beantwoordden aan de in de vorige paragrafen 
beschreven eigenschappen, gaven een positieve praecipitatie-
reactie met serum voor groep B, dat bereid was met een van deze 
stammen. Met andere sera dan voor groep B viel de reactie 
steeds negatief uit. Uit deze resultaten mag de gevolgtrekking 
gemaakt worden, dat alle streptococcenstammen, waarvan het 
extract geen praecipitatiereactie met serum voor groep B geef t, 
ook niet tot de soort Str. agalactiae behooren, evenals stammen, 
waarvan het extract een positieve praecipitatiereactie met een 
ander groepspecifiek serum geeft. 
Het bleek echter, dat omgekeerd uit de positieve praecipi-
tatiereactie van een streptococcenextract met het serum voor 
groep B niet de gevolgtrekking gemaakt mag worden, dat de 
onderzochte stam tot de soort Str. agalactiae behoort. In twee 
gevallen werden namelijk uit rundermelk of uiersecreet bio-
chemisch sterk afwijkende streptococcen gei'soleerd, die met 
dit serum een positieve praecipitatiereactie gaven, doch die, 
zooals hieronder zal blijken, niet als Str. agalactiae beschouwd 
mochten worden. Weliswaar was het bij de praecipitatiereactie 
gevormde neerslag na 24 uur be war en in de ijskast niet zoo 
sterk samenhangend als meestal bij Str. agalactiae het geval 
is, doch de reactie was toch van dien aard, dat deze als posi-
tief aangemerkt werd. 
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Uit ander materiaal dan rundermelk werden meer van der-
gelijke stammen gei'soleerd. De stammen waren afkomstig van 
de pathologisch-anatomische afdeeling van de Rijksserum-
inrichting en van andere laboratoria, waarvoor onderzoekingen 
werden verricht. In tabel 1 zijn de biochemische eigenschappen 
van een aantal van deze stammen weergegeven, terwijl daarin 
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ter vergelijking de reacties van een normale stam van Str. 
agalaetiae zijn cpgenomen. Zooals in hoofdstuk 3 zal blijken, 
mag de stam U 378 als een biochemisch volkomen normaal 
specimen van Str. uberis beschouwd worden. De stam X 1777 
onderscheidde zich door de zuurvorming uit raf finose van Str. 
uberis. Ook hierop wordt in hoofdstuk 3 nader teruggekomen. 
De stammen B 7 en B 14 uit de milt van een kalf waren bio-
chemisch typische voorbeelden van Str. bovis. Ook de stam 
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H X uit de keel van een mensch was hieraan verwant. De stam 
V Str, afkomstig van een aapje, kon, daar zij geen praecipi-
tatiereactie met serum voor groep A of C vertoonde, niet 
ingedeeld worden. De stam P H mag als een voorbeeld van 
Str. faecium beschouwd worden. Het waren dus wel zeer uit-
eenloopende streptococcenstammen, die een praecipitatiereactie 
met serum voor groep B gaven. Bij verdere onderzoekingen 
bleek, dat ook sommige staphylococcen een zwakke praecipi-
tatiereactie met dit serum konden geven. Waar reeds de 
afwijkende biochemische eigenschappen van de in de tabel 
genoemde streptococcenstammen bewezen, dat deze niet als 
Str. agalactiae beschouwd mochten worden, rees door het 
resultaat van de onderzoekingen met staphylococcen de vraag 
of de streptococcen wel tot de serologische groep B gerekend 
mochten worden en zelfs of het bij de onderzoekingen ge-
bruikte serum voor groep B wel zuiver groep-specifiek was. 
Het was dus noodzakelijk om absorptieproeven te verrichten. 
Dit was nog van te meer belang, daar bijvoorbeeld de stammen 
B 7, B 14 en H X door het gedrag in lakmoesmelk bij een sterk 
verkort biochemisch onderzoek, zooals dit naast het serolo-
gische onderzoek herhaaldelijk wordt toegepast, gemakkelijk 
met Str. agalactiae verwisseld zouden kunnen worden. 
b. A b s o r p t i e p r o e v e n . Voor de absorptieproeven 
werden die streptococcenstammen uitgekozen, waarvan een 
nader onderzoek naar de serologische identiteit op grond van 
de biochemische reacties of naar aanleiding van het materiaal, 
waaruit zij gei'soleerd werden, van het meeste belang was. 
In tabel 2 zijn de resultaten van deze absorptieproeven weer-
gegeven. Daaruit blijkt, dat de afwijkende streptococcen-
stammen de praecipitinen voor het eigen extract weg namen, 
doch dat de praecipitinen voor Str. agalactiae in het serum 
achterbleven. Verder blijkt, dat de autologe stam evenals een 
homologe stam zoowel de praecipitinen voor Str. agalactiae als 
voor de afwijkende streptococcen volledig weg namen. Daar-
door stond het vast, dat de praecipitinen voor de afwijkende 
streptococcen in het gebruikte serum niet door een toevallige 
neveninfectie van het proefdier tijdens de serumbereiding, 
doch inderdaad door de werking van een bestanddeel van het 
antigene complex van Str. agalactiae in het serum waren ver-
oorzaakt. Dit werd ten overvloede nog eens bevestigd door de 
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absorptie van het serum voor groep B met een stam van Str. 
uberiSy waarbij zoowel de praecipitinen voor Str. agalactiae als 
voor de afwijkende streptococcen in het serum achterbleven. 
Uit deze absorptieproeven mag dus geconcludeerd worden, 
dat de afwijkende streptococcen niet tot de serologische groep 
B behoorden. 
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De onderzochte stammen van Str. agalactiae bezaten blijk-
baar, naast de groep-specifieke praecipitinogenen, niet-speci-
fieke praecipitinogenen, die bij de bereiding van het groep-
specifieke serum aanleiding gaven tot het ontstaan van niet-
specifieke praecipitinen in het verkregen diagnostische serum. 
Deze niet-specif ieke praecipitinen veroorzaakten praecipitatie-
reacties met de extracten van afwijkende streptococcen, ja 
zelfs met de extracten van een geheel andere bacteriesoort. 
Uit de resultaten van de hierboven beschreven absorptie-
proeven mag dus de gevolgtrekking gemaakt worden, dat 
slechts bij uit melk geisoleerde streptococcenstammen (micro-
scopisch onderzoek van de bouilloncultuur, geen katalase), die 
geen aesculine, raffinose of inuline splitsen, door een positieve 
praecipitatiereactie met serum voor groep B steeds Str. aga-
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lactiae wordt aangetoorid. Indien geen geabsorbeerd serum 
wordt gebruikt kan Str. agalactiae dus niet uitsluitend op 
grond van het serologische onderzoek met zekerheid als zoo-
danig herkend worden. 
§ 6. Variabiliteit. 
a. V o o r k o m e n d e v a r i a t i e s . Zooals uit het voor-
gaande blijkt, zijn bij Str. agalactiae o.a. in de slijmigheid van 
de kolonien, in de haemolyse en in de ontleding van salicine, 
trehalose en arbutine variaties mogelijk. Van deze 5 variabele 
eigenschappen zouden dus theoretisch 25 = 32 verschillende 
combinaties kunnen voorkomen. Inderdaad werden bij het 
onderzoek van 92 stammen, die op alle variabele eigenschappen 
onderzocht werden, reeds 15 van deze combinatiemogelijk-
heden gevonden. In tabel 3 is een overzicht gegeven van de 
theoretisch mogelijke en van de gevonden combinaties. Uit 
deze tabel blijkt, dat vooral van de combinatiemogelijkheden 
met een negatieve reactie voor salicine slechts enkele com-
binaties waargenomen werden. Daar echter het percentage 
stammen, dat geen salicine ontleedde zeer gering was, lijkt het 
waarschijnlijk, dat bij een onderzoek van een grooter aantal 
stammen nog verscheidene van de thans niet waargenomen 
combinaties zouden zijn gevonden. Zoo kwamen bij het onder-
zoek van 89 andere stammen reeds 3 stammen voor, die zoowel 
salicine als trehalose onaangetast lieten, terwijl bovendien 
3 niet-haemolytische stammen werden gevonden, die geen 
trehalose ontleedden. Deze 6 stammen vertegenwoordigden 
tezamen reeds minstens 5 van de 17 nog ontbrekende variaties. 
Zij konden echter niet in de tabel worden opgenomen, daar de 
hier besproken 89 stammen niet op de zuurvorming uit arbu-
tine onderzocht werden. 
b. K o r r e l a t i e t u s s c h e n de v e r s c h i l l e n d e 
v a r i a b e l e e i g e n s c h a p p e n . Volgens DIERNHOFER 
(1932-a) zouden de meeste haemolytische stammen van Str* 
agalactiae op serum-agar geen dradentrekkende kolonien 
hebben en troebel groeien in bouillon. Deze waarnemingeft 
konden slechts gedeeltelijk bevestigd worden. Zoowel van de 
haemolytische als van de niet-haemolytische stammen was 
62 % dradentrekkend. Tusschen de haemolyse en de slijmig-
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heid van de kolonien van de onderzochte stammen bestond 
dus geen korrelatie. Van de haemolytische stammen veroor-
zaakte 45 % een troebeling van de bouilloncultuur, van de 
niet-haemolytische stammen 33 %. Ook deze korrelatie tus-
schen haemolyse en groeiwijze in bouillon was dus niet erg 
opvallend. 
Bij het dagelijksche melkonderzoek werd de indruk ver-
kregen, dat er wel een korrelatie bestond tusschen de slijmig-
heid van de kolonien en het typische streptococcenbeeld bij 
het microscopische onderzoek van het sediment. Uit de be-
werking van de gegevens over 488 monsters melk en uier-
secreet, waarin Sir. agalactiac werd aangetoond bleek, dat de 
culturen uit de sedimenten, waarin het typische streptococcen-
beeld werd waargenomen in 88,5 % slijmig waren en de 
59 
culturen uit de overige sedimenten in 82,5 %. Een belangrijke 
korrelatie was dus ook hier niet aanwezig. 
Tusschen andere variabele eigenschappen kon evenmin een 
eenigszins in het oog loopend verband worden aangetoond. 
Het aantal onderzochte stammen, dat geen salicine of trehalose 
splitste, was te gering om eenigszins betrouwbare gegevens van 
te kunnen verkrijgen. 
Zooals reeds in § 4 van dit hoofdstuk werd opgemerkt, werd 
een gedeelte van de streptococcenstammen metdradentrekkende 
kolonien niet aan een nader biochemisch onderzoek onder-
worpen. Uit het voorgaande blijkt nu, dat daardoor geen 
selectie van bepaalde biochemische variaties werd verkregen. 
§ 7. Afwijkende resultaten. 
Z u u r v o r m i n g u i t s a c c h a r o s e . In het voor-
gaande is vermeld, dat Sir. agalactiae steeds saccharose aan-
tastte. Daarbij dient opgemerkt te worden, dat het bij een 
vijftal (van de 229 op saccharose-splitsing onderzochte) 
stammen aanvankelijk leek, dat saccharose niet gesplitst werd. 
Het betrof hier echter stammen die niet of uiterst zwak in het 
gebruikte medium gegroeid waren en dan ook geen der overige 
koolhydraten aangetast hadden. Na een extra serumtoevoeging 
aan de voedingsbodems en een zware enting trad een normalen 
groei op en werden zoowel saccharose als een of meer van de 
overige aantastbare koolhydraten gesplitst. In dit verband moet 
nogmaals opgemerkt worden, dat een negatief resultaat van de 
reacties slechts definitief werd genoteerd, indien een normale 
groei had plaats gehad. 
Z u u r v o r m i n g u i t i n u l i n e . Bij een bepaald 
kwantum inulinebouillon kwam het zesmaal voor, dat Sir. 
agalactiae hierin na 4 tot 6 dagen zuur gevormd had. Een 
bacteriologische verontreiniging kon niet worden aangetoond. 
Bij een herhaling van het onderzoek met versch bereide inuline-
bouillon viel dit negatief uit. Daarom werd verondersteld, dat 
de inuline-bouillon of een aantal buisjes eenigszins veront-
reinigd was door andere koolhydraten. 
Deze resultaten leggen den nadruk op de noodzakelijkheid 
van controle, indien stammen met afwijkende eigenschappen 
worden gevonden. Het is in dit verband interessant, dat NOTT-
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BOHM (1940) aangaf, dat inuline door enkele stammen van 
Str. agalactiae werd aangetast, doch dat SEELEMANN ( 1 9 4 1 - C ) 
deze resultaten van zijn medewerker niet vermeldt en Str. 
agalactiae als negatief voor inuline beschrijf t. 
Z u u r v o r m i n g u i t s o r b i e t . In het beginstadium 
der onderzoekingen deed zich een dergelijk geval voor bij de 
ontleding van sorbiet. De zuurvorming werd hier veroorzaakt, 
doordat een mengcultuur van Str. agalactiae en Str. pyogenes 
onderzocht bleek te zijn. 
S t e r k h a e m o l y t i s c h e s t a m m e n . De graad van 
de door de haemolytische stammen van Str. agalactiae veroor-
zaakte haemolyse was zeer verschillend. De om den steek in 
bloedagar veroorzaakte haemolytische zone varieerde gewoon-
lijk van 1 tot ongeveer 2^2 m m in doorsnede. Een beperkt 
aantal stammen onderscheidde zich echter door een bijzonder 
krachtige haemolyse met een zone van 3]/z tot zelfs 6 mm 
doorsnede. Aanvankelijk werd geen aanteekening gehouden 
van een dergelijke buitengewoon sterke haemolyse. Sinds dit 
wel werd gedaan, konden op een totaal van bijna 200 onder-
zochte stammen van Str. agalactiae 10 bijzonder sterk haemo-
lytische stammen aangetoond worden. Dat is dus ongeveer 
5 % van alle stammen van Str. agalactiae of 10 % van de 
haemolytische stammen. 
Verscheidene van deze stammen gedroegen zich nu nogal 
afwijkend. In 4 gevallen was de directe cultuur uit het uier-
secreet dusdanig heterogeen van uiterlijk, dat verschillende 
kolonien afzonderlijk verder werden onderzocht. Daarbij 
bleek, dat in een geval tevens Str. dysgalactiae aanwezig was, 
dat in een tweede geval tevens een niet-haemolytische variatie 
van Str. agalactiae aanwezig was, dat in het derde geval tevens 
een normaal-haemolytische stam van Str. agalactiae voor-
kwam en dat in het vierde geval de tweede geisoleerde stam 
eveneens buitengewoon sterk haemolytisch was, doch geen 
arbutine aantastte, hoewel de eerst geisoleerde stam voor arbu-
tine positief was. 
De meeste sterk-haemolytische stammen vertoonden geen of 
slechts zwakken groei in media zonder serum, terwijl een aantal 
van deze stammen ook op paardenserum-agar slecht groeide. 
Andere stammen kwamen op deze agar juist bijzonder sterk 
tot ontwikkeling en vormden buitengewoon groote kolonien. 
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Verder kwamen onder de sterk haemolytische stammen 
dezelfde variaties in slijmigheid van de kolonie, enz. voor als 
onder de normale stammen van Str. agalactiae^ terwijl alle 
overige biochemische reacties en het serologische onderzoek 
een normaal resultaat opleverden. 
P i g m e n t v o r m i n g . Eenige van de zoo juist besproken 
sterk haemolytische stammen onderscheidden zich zoowel in 
bouillon als op paardenserum-agar door de vorming van een 
bruin pigment. 
Ook LANCEFIELD (1934-b) nam pigmentvorming waar bij een sterk 
haemolytischen stam van Str. agalactiae. Volgens DAVIS en ROGERS (1939) 
en DAVIS, MCCLEMONT en ROGERS (1939) zouden de meeste stammen van 
Str. agalactiae pigment vormen in zetmeel-bouillon. 
De genoemde pigmentvorming op paardenserum-agar werd 
nooit waargenomen bij niet- of zwak-haemolytische stammen 
van Str. agalactiae. In en op media met geautolyseerde gist 
werd het verschijnsel echter herhaaldelijk bij dergelijke stam-
men waargenomen. Daar DAVIS C. S. aan den zetmeel-bouillon 
geautolyseerde gist toevoegden, is het heel goed mogelijk, dat 
de pigmentvorming niet door de aanwezigheid van zetmeel, 
doch door het gist-extract veroorzaakt werd. 
§ 8. De door Str. agalactiae bij het n m d veroor-
zaakte mastitis. Voorkomen bij andere dier-
soorten. 
Volgens de literatuur is de door Str. agalactiae veroorzaakte 
mastitis chronisch en kunnen de streptococcen vaak gedurende 
een langen tijd in de volkomen normale melk uit klinisch 
normale kwartieren worden aangetoond (SEELEMANN en 
HADENFELDT, 1932-a; KLIMMER en HAUPT, 1938-a). In som-
mige gevallen zou de mastitis daarentegen een meer acuut 
verloop hebben. Na het bekend worden van de acute mastitis 
door Str. dysgalactiae en ,yStr. pyogenes?' zou men echter aan 
deze laatste waarnemingen kunnen twijfelen. Tot ongeveer 
10 jaar geleden was het immers niet mogelijk Str. agalactiae 
van Str. dysgalactiae en „Str. pyogenes" te onderscheiden, ter-
wijl ook later deze 3 streptococcensoorten nog herhaaldelijk 
verward werden. 
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Sinds de publicatie van LOURENS en VAN DER SCHEER (1941) 
werden nu bij de inzendingen aan de Rijksseruminrichting in 
het begeleidende schrijven herhaaldelijk mededeelingen ont-
vangen over het verloop van de mastitis. Het bleek daaruit, dat 
de uierontsteking door Str. agalactiae in sommige gevallen zelf s 
heftig acuut kan zijn. In een geval beantwoordde de beschrij-
ving van het lijden volkomen aan het typische beeld voor 
Str. dysgalactiae. Door een herhaald onderzoek van kwartier-
monsters werd vastgesteld, dat inderdaad uitsluitend Str. aga-
lactiae aanwezig was. Na deze waarnemingen mag het dus 
wel als vaststaand aangenomen worden, dat ook Str. agalactiae 
in sommige gevallen aanleiding kan geven tot een hevige acute 
mastitis. 
V o o r k o m e n bij a n d e r e d i e r s o o r t e n . Str. 
agalactiae werd eenmaal aangetoond in melk van een paard 
en eenmaal in melk van een geit. Het monster paardemelk 
was ingezonden naar aanleiding van een niet te stoppen 
diarrhee bij het veulen, het monster geitemelk naar aanleiding 
van een waargenomen mastitis. De beide gei'soleerde stammen 
van Str. agalactiae waren in biochemisch en serologisch opzicht 
volkomen normaal. Zij waren haemolytisch, de kolonien op 
serumagar waren niet slijmig, salicine, arbutine en trehalose 
werden ontleed. 
Uit ander materiaal dan melk werd Str. agalactiae niet 
gei'soleerd. 
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HOOFDSTUK 2. 
STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE. 
§ 1. Microscopisch onderzoek van het sediment. 
In veel gevallen werden bij het microscopische onderzoek 
van het sediment geen of slechts enkele zeer fijne diplococcen 
waargenomen en kwam op de culturen een evenredig gering 
aantal kolonien tot ontwikkeling. Ook kwam het nogal eens 
voor, dat naast de diplococcen korte ketens van kleine coccen 
werden gevonden, die dan soms in een vrij groot aantal aan-
wezig waren. In verscheidene gevallen waren daarbij de 
schakels van de ketens ook afgeplat. De streptococcen waren 
dan echter meestal zoo fijn en regelmatig (dus niet twee aan 
twee gerangschikt zooals bij Streptococcus agalactiae), dat 
men niet van een typisch streptococcenbeeld kon spreken. 
Slechts in enkele gevallen vindt men in het microscopische 
praeparaat van het sediment van de melk van een rund lijdende 
aan mastitis door Sir. dysgalactiae het typische streptococcen-
beeld. Dit kwam op een totaal van ± 150 gevallen slechts 
5 maal voor, dus in ruim 3 %. In geen van deze gevallen 
konden tegelijkertijd andere streptococcen worden aangetoond, 
zoodat hier de bij het microscopische onderzoek waargenomen 
typische streptococcen, op grond van de resultaten van het 
verdere onderzoek, als Sir. dysgalactiae beschouwd moesten 
worden. Bij de Gram-kleuring was Sir. dysgalactiae positief, 
doch de kleuring was veelal slechts zwak. 
§ 2. Kenmerken op paardenserum-agar. 
a. H e r k e n n i n g v a n Sir. dysgalactiae. Na 
de beoordeeling van de direct uit melk of uiersecreet aange-
legde serum-agar-culturen op slijmigheid van de kolonien, 
werden de culturen afgezocht naar kolonien, die na verwij-
dering van het agaroppervlak op de plaats waar zij gegroeid 
waren, een diffuse troebeling van den voedingsbodem achter-
lieten. In een voorloopige mededeeling in het Tijdschrift voor 
Diergeneeskunde werd reeds opmerkzaam gemaakt op dit 
belangrijke kenmerk voor Sir. dysgalactiae, waarbij het per-
centage stammen, dat dit kenmerk vertoonde op ongeveer 
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95 % geschat werd (VAN DER SCHEER, 1940). Bij het sindsdien 
voortgezette onderzoek bleek, dat 129 van de 141 biochemisch 
en serologisch onderzochte stammen het kenmerk voldoende 
duidelijk vertoonden voor een directe onderscheiding van Sir. 
agalactiae. Bij de 12 stammen, die het kenmerk niet of in on-
voldoende mate te zien gaven, waren er echter 5, die gei'soleerd 
werden van culturen waarop een gedeelte of het meerendeel 
der kolonien wel de troebeling in de agar teweegbracht en 
waarvan de beide kolonievormen verder afzonderlijk onder-
zocht werden. Het algemeene uiterlijk van de culturen 
(kolonievorm, kleur) was in deze gevallen van dien aard, dat 
ook hier het onderscheid met Str. agalactiae onmiddellijk her-
kend werd. Op grond van deze resultaten kan dus gezegd 
worden, dat Str. dysgalactiae met behulp van het besproken 
kenmerk in 129 van de 136, dat is dus inderdaad 95 % van de 
gevallen, op de direct uit melk of uiersecreet aangelegde 
serum-agar-culturen van Str. agalactiae onderscheiden kon 
worden. De troebeling werd bevorderd door de toevoeging 
van meer serum en was het gemakkelijkst waar te nemen bij 
een dunne agarlaag en bij gei'soleerd liggende kolonien. Bij het 
gebruik van schuingestolde buisjes agar moeten dus, indien 
mogelijk, de kolonien op het dunne, bovenste gedeelte van de 
agar beoordeeld worden. 
In de reeds genoemde voorloopige publicatie werd mede-
gedeeld, dat bij het onderzoek van eenige duizenden monsters 
melk en uiersecreet afkomstig van runderen geen andere 
streptococcen dan Str. dysgalactiae werden gevonden, die ook 
maar de geringste troebeling in de agar veroorzaakten. Thans 
moeten echter twee uitzonderingsgevallen vermeld worden. Uit 
rundermelk werd een stam gei'soleerd, die een duidelijke troe-
beling in de agar veroorzaakte. Deze stam (U 901 T) was een 
biochemisch zuiver voorbeeld van Str. uberis. De andere stam 
(196 T) werd uit „uiersecreet" gei'soleerd en was slechts door 
de zuurvorming uit raf f inose van Str. uberis te onderscheiden. 
Op beide stammen zal in het volgende hoofdstuk terugge-
komen worden. 
Ook uit ander materiaal dan rundermelk werden tweemaal 
streptococcen gei'soleerd, die op serumagar een troebeling onder 
de kolonien veroorzaakten. Het betreft hier een stam uit de 
milt van een kat en een stam uit het uiersecreet van een schaap. 
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Beide stammen waren sterk haemolytisch en konden noch 
serologisch, noch biochemisch ingedeeld worden. Ook onder-
ling waren deze stammen verschillend. Dergelijke stammen 
werden niet in rundermelk waargenomen en het is ook waar-
schijnlijk, dat zij daarin niet of slechts sporadisch zullen 
voorkomen. 
b. K o l o n i e v o r m . De kolonien van Str. dysgalactiae 
op paardenserum-agar waren na 18—24 uur zelden grooter 
dan een Yl m m *n doorsnede en bol-matglanzend met een 
scherpen rand. Naast kolonien van normale grootte kwamen 
vaak zeer kleine kolonien van dezelfde habitus voor. Door de 
reeds beschreven troebeling in de agar geleken de kolonien 
ondoorzichtig-wit, als kleine staphylococcenkolonien. Bij 
stammen, die geen of slechts een geringe troebeling in de agar 
veroorzaakten, bleken de kolonien meer doorzichtig-wit te 
zijn. De kolonien waren nooit slijmig, doch de consistentie was 
meestal minder week dan bij de niet-slijmige stammen van 
Str. agalactiae. Door de eerste aanraking met de entnaald 
werden zij meestal in eenige brokjes verdeeld. 
De troebeling in de agar onder de kolonie was in sommige 
gevallen scherp begrensd door de grootte van de kolonie, doch 
meestal waren de contouren van de troebeling vaag. Vaak 
breidde de troebeling zich tot buiten de kolonie uit en bereikte 
in sommige gevallen zelfs een doorsnede van ongeveer 2 mm. 
Bij macroscopische beoordeeling van de culturen geleken de 
kolonien daardoor veelal onscherp begrensd en grooter dan zij 
in werkelijkheid waren. 
Bij oudere culturen werden alleenliggende kolonien belang-
rijk grooter dan in het voorgaande is aangegeven en zou er 
verwarring kunnen plaats hebben met sommige fijn groeiende 
staphylococcen, die eveneens een troebeling in de agar kunnen 
veroorzaken. Bij de beoordeeling van 2 of 3 dagen oude cul-
turen moet men dus voorzichtig zijn, doch bij eenige ervaring 
mag verwarring uitgesloten worden geacht. In twijfelgevallen 
kan de kolonie met een druppel waterstofperoxyde op de 
aanwezigheid van katalase onderzocht en voor een micro-
scopische controle in bouillon oVergeent worden. Bij micro-
scopisch onderzoek van het materiaal van de kolonien van 
Str. dysgalactiae was soms wel eenige streptococcenstructuur 
waar te nemen. In de meeste gevallen was het echter niet 
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mogelijk om hiermede een onderscheid tusschen streptococcen 
en staphylococcen te maken. 
§ 3. Macroscopische en microscopische beoordeeling 
van de bouilloncultuur. 
Meestal was de 18—24 uur oude bouilloncultuur van Str. 
dysgalactiae troebel, zonder bodembezinksel. Soms was echter 
een bodembezinksel aanwezig, dat door opwervelen zoowel 
diffuus te verdeelen kon zijn als kruimelig kon blijven. In 11 
van de 134, dat is dus 8 % der gevallen, liet Str. dysgalactiae 
de bouillon volkomen helder. Het bodembezinksel bleef dan 
na opwervelen meestal min of meer kruimelig.. Veel stammen, 
die aanvankelijk troebel groeiden, lieten na 2 a 3 dagen bij 
37° C. de bouillon eveneens helder. Sommige in bouillon troebel 
groeiende stammen lieten serum-bouillon helder. 
Bij het microscopische onderzoek van de bouilloncultuur 
van Str. dysgalactiae werden fijne, meest korte streptococcen 
waargenomen. De afzonderlijke coccen konden zoowel zuiver 
rond als eenigszins afgeplat zijn. 
§ 4. Biochemische eigenschappen. 
In totaal werden 175 stammen van Str. dysgalactiae nader 
biochemisch en serologisch onderzocht. 
Dit zijn nagenoeg alien uit voor de eerste maal ter onderzoek ontvangen 
monsters melk of uiersecreet geisoleerde stammen. Bij 134 van de boven-
genoemde 175 stammen werd het volledige biochemische onderzoek toe-
gepast. Dit omvatte hydrolyse van aesculine en natrium-hippuraat, hae-
molyse, gedrag in lakmoesmelk, aanwezigheid van katalase en zuurvorming 
uit saccharose, raffinose, salicine, manniet, sorbiet en trehalose. Bij 100 van 
deze 134 stammen werden tevens het serologische onderzoek en een onder-
zoek op zuurvorming uit inuline, amygdaline en arbutine toegepast. Bij 
41 andere, eveneens serologisch onderzochte stammen werd het onderzoek 
op zuurvorming uit de verschillende koolhydraten achterwege gelaten. 
Aesculine werd niet gehydrolyseerd. Ook natrium-hippuraat 
werd meestal niet aangetast. Bij de beoordeeling na 5 dagen 
werden er op de 175 onderzochte stammen 8 gevonden, waar-
van er 1 een krachtige en 7 een zwakke hydrolyse van het 
natrium-hippuraat veroorzaakten. Bij de beoordeeling na 
10 dagen werden 35 stammen met een positieve reactie waar-
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genomen en wel 2 krachtig- en 33 zwak-positieve reacties. 
Daar Str. dysgalactiae in de literatuur steeds als negatief voor 
de hydrolyse van natrium-hippuraat wordt beschreven 
(DIERNHOFER, 1930; S. J. EDWARDS, 1932; SEELEMANN 1939), 
dienen de bovengenoemde resultaten nader onder de loupe 
genomen te worden. Een gedeelte van de positieve stammen 
werd reeds onderzocht, toen nog hippuraatbouillon volgens 
AYERS en RUPP (1922) werd gebruikt. De afwijkende resul-
taten kunnen dus niet aan de invoering van de aesculine-
hippuraat-paardenvleeschbouillon geweten worden. Onder de 
nog op hippuraatbouillon volgens AYERS en RUPP onderzochte 
stammen bevond zich ook de bovengenoemde stam, die reeds 
na 5 dagen een duidelijk positieve reactie vertoonde. Deze stam 
werd daarom aanvankelijk als „ondefinieerbaar" aangehouden 
(positief voor sorbiet, dus ook geen Str. agalactiae!) en eerst 
later met behulp van het inmiddels ingevoerde serologische 
onderzoek en door de troebeling onder de kolonie op paarden-
serum-agar als Str. dysgalactiae herkend. Bij de overige reeds 
na 5 dagen als zwak positief herkende stammen was de reactie 
zwak, zoodat deze wel in een aantal gevallen over het hoofd 
zou kunnen worden gezien en althans in vergelijking tot de 
meestal krachtig positieve reactie van Str. agalactiae als nega-
tief zou kunnen worden beschouwd. Bij de beoordeeling na 
10 dagen waren ook de als zwak positief aangemerkte reacties 
meestal duidelijker. 
Waar nu bij de in de literatuur vermelde onderzoekingen 
de eindbeoordeeling na 5 dagen of korter geschiedde en het 
grootste aantal onderzochte stammen nog geen zevende ge-
deelte van het door mij bestudeerde aantal stammen bedroeg, 
is het alleszins begrijpelijk, dat de hydrolyse van natrium-
hippuraat door sommige stammen van Str. dysgalactiae niet 
eerder waargenomen werd. Bij de beoordeeling na 3 dagen 
werd op het totaal van 175 stammen slechts tweemaal een 
zwak positieve reactie waargenomen. 
Haemolyse werd niet waargenomen. 
Lakmoesmelk werd in 1 of 2 dagen steeds rood gekleurd. 
De rose tint was door de minder ver gaande zuurvorming wat 
valer dan bij Str. agalactiae, doch zelfs bij lange ervaring was 
dit verschil vaak slechts te zien door een lakmoesmelkcultuur 
van de beide streptococcensoorten naast elkaar te houden. Een 
groot aantal stammen veroorzaakte na 2 tot 5 dagen strem-
ming van de melk. Het gevormde coagulum was dan echter 
weinig samenhangend en door luchtig kloppen van de reageer-
buis op de handpalm gemakkelijk te verdeelen. Meestal trad 
onder in de reageerbuis volledige reductie van de lakmoes op, 
doch de zone, waarin reductie plaats had, bleef gewoonlijk 
beperkt tot het onderste derde gedeelte van de reageerbuis; 
in de meeste gevallen was de gereduceerde zone zelfs belangrijk 
kleiner. Door stremming werd de reductie over het algemeen 
bevorderd, zoodat in uitzonderingsgevallen de lakmoes in het 
onderste tweederde gedeelte van de gestremde kolom melk 
' gereduceerd kon worden. Het kwam echter ook voor, dat 
ondanks stremming nauwelijks reductie waar te nemen was, 
zoodat in 7 gevallen geen duidelijk waarneembaar onderscheid 
bestond met het gedrag van Str. agalactiae in lakmoesmelk. 
Zooals reeds in het Tweede Deel, hoofdstuk 2, § 4 werd mede-
gedeeld, is het gedrag in lakmoesmelk in sterke mate te bein-
vloeden door verschillende factoren. Daarvoor dient vermeld 
te worden, dat de beschreven eigenschappen werden waar-
genomen bij enting met een kleine hoeveelheid entmateriaal 
van een serumagar-kolonie. 
Katalase was niet aanwezig. 
Saccharose en trehalose werden steeds gesplitst. Uit raf f inose, 
manniet, inuline, amygdaline en arbutine werd geen zuur ge-
vormd. 52 % der onderzochte stammen splitste sorbiet, 29 % 
der onderzochte stammen vormde zuur uit salicine. 
Daar het steeds als een typisch kenmerk voor Str. dys-
galactiae gold, dat salicine niet aangetast werd, diende deze 
eigenschap nader bestudeerd te worden. De zuurvorming uit 
salicine trad nooit op voor 4 dagen en meestal na J a 7 dagen 
bij 37° C , terwijl het veel voorkwam, dat na 10 dagen de 
kleuromslag van de indicator nog niet volledig was. Werden 
dergelijke stammen uit de salicine-bouillon op serum-agar 
overgeent en werd daarna een geisoleerd liggende kolonie van 
de agar opnieuw biochemisch en serologisch onderzocht, dan 
bleek de zoo verkregen stam dezelfde eigenschappen te be-
zitten; echter met dit verschil, dat uit salicine meestal reeds 
in 1 of 2 dagen zuur gevormd werd. Met andere woorden: 
zij bleken aan de ontleding van salicine gewend te zijn. Daar, 
zooals reeds in hoofdstuk 2, § 2 werd opgemerkt, glucosiden 
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over het algemeen nogal gevoelig geacht moeten worden voor 
verhitting, werd de mogelijkheid onder het oog gezien, dat de 
afwijkende resultaten bij de splitsing van salicine veroorzaakt 
zouden kunnen zijn, doordat bij de gezamenlijke verhitting 
van de salicine met de bouillon caramelliseering was opge-
treden. Om dit te kunnen onderzoeken werd een 5 % waterige 
oplossing van salicine afzonderlijk gesteriliseerd (2 maal 
20 minuten op 100° C.) en met een steriele pipet tot de ver-
eischte concentratie van 1 % aan het grondmedium toege-
voegd. Bovendien werd een hoeveelheid salicine-oplossing 
gefiltreerd door een Chamberlandkaars en verder op dezelfde 
wijze aan het grondmedium toegevoegd. Ook in deze beide 
media werd de salicine door de reeds eerder als positief ge-
vonden stammen, steeds ontleed. In verband met het mogelijk 
gebleken wennen aan de splitsing van salicine (de aange-
houden positieve stammen waren alien uit salicine-bouillon 
overgeent), werd het wenschelijk geacht ook direct uit melk 
of uiersecreet gei'soleerde stammen van Str. dysgalactiae op 
zuurvorming in de beide salicine-media te onderzoeken. Dit 
werd zoo lang voortgezet, totdat inderdaad ook op deze wijze 
eenige salicine-splitsende stammen waren aangetoond. 
§ 5. Serologisch onderzoek. 
In een voorloopige publicatie (VAN DER SCHEER, Januari '40) 
werd medegedeeld, dat het reeds in een vroeg stadium der 
onderzoekingen gelukt was om aan te toonen, dat Sir. dys-
galactiae tot de serologische groep C volgens LANCEFIELD be-
hoort. Daar LITTLE (1939-b) echter reeds even eerder de sero-
logische verwantschap van Str. dysgalactiae met groep C 
noemde, moet de prioriteit van deze ontdekking ongetwijfeld 
aan hem toegekend worden. Ook NOTTBOHM (Mei 1940) 
maakte kort na deze beide publicaties, waarvan hij blijkbaar 
nog niet op de hoogte was, melding van dezelfde waarneming. 
Daar NOTTBOHM in het geheel geen absorptieproeven ver-
richtte, terwijl LITTLE slechts de absorptie van serum voor 
groep C door Str. dysgalactiae onderzocht en zich dienten-
gevolge eenigszins weifelend uitliet, lijkt het gewenscht hier 
een korte beschrijving van de reeds in 1940 aangehaalde reci-
proque absorptieproeven te geven. 
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TABEL 4 
2 
D 
ft! 
W 
0 0 
Q 
ON 
oo 
GEABSORBEERD DOOR 
Str. pyogenes (Ca.)(No. 2899) 
Str. dysgalactiae (No. 2584) 
Niet geabsorbeerd 
Str. pyogenes(Ca.)(No.2899) 
Str. dysgalactiae (No. 2584) 
Niet geabsorbeerd 
PRAECIPITATIE REACTIE MET 
EXTRACTEN VAN 
STR. DYSGALACTIAE 
NO. 2584 
— 
+ 
— 
— 
+ + + 
STR. PYOGENES (Ca.) 
NO. 527 
— 
— 
+ 
— 
+ + + 
A b s o r p t i e p r o e v e n . Nadat van een tweetal konijnen 
ondanks langdurig herhaalde inspuitingen geen bruikbaar groep-
specif iek serum voor Str. dysgalactiae was verkregen, werd van 
een derde konijn een goed bruikbaar hoewel tamelijk zwak 
groep-specifiek serum voor Str. dysgalactiae gewonnen (serum 
D 2584). Dit serum werd voor absorptieproeven gereserveerd. 
Indien 2 druppels van dit serum met 1 druppel van het homo-
loge extract volgens FULLER vermengd werden, ontstond na 
30 minuten bij kamertemperatuur een lichte troebeling en na 
18—24 uur bewaren in de ijskast een duidelijk (groep-
specifiek) neerslag. Bij een grootere hoeveelheid extract werd 
de reactie zwakker, zoodat de genoemde mengverhouding van 
2 druppels serum met 1 druppel extract werd aangehouden. 
Bij de uitvoering van de praecipitatie op deze wijze gaf serum 
D 2584 een positieve reactie met 7 verschillende proefstammen 
van Str. dysgalactiae en met 4 (haemolytische) stammen van 
groep C van verschillende herkomst. Het voor de absorptie-
proeven gebezigde serum voor groep C, dat bereid was met 
een stam van Str. pyogenes (Ca), gaf een krachtige positieve 
praecipitatiereactie bij een verhouding van 1 druppel serum 
met 1 druppel extract (serum P 2899). 
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De methodiek van de absorptieproeven werd reeds in het 
Tweede Deel, hoofdstuk 3, § 5 beschreven. 
De resultaten van het onderzoek zijn in tabel 4 weergegeven. 
Uit deze tabel blijkt duidelijk, dat zoowel het serum voor 
groep C door Str. dysgalactiae, als het serum voor Str. 
dysgalactiae door Str. pyogenes (Ca) volledig geabsor-
beerd werd. 
P r a e c i p i t a t i e - p r o e v e n . Zooals hierboven reeds 
bleek, leverde Str. pyogenes (Ca) een krachtiger praecipi-
teerend serum voor groep C op dan Str. dysgalactiae. Daarom 
werd bij het serologische onderzoek van Str. dysgalactiae verder 
steeds dit serum gebruikt. Alle serologisch onderzochte stam-
men van Str. dysgalactiae gaven daarmee een positieve prae-
cipitatiereactie, terwijl met de beschikbare sera voor andere 
streptococcengroepen geen reactie optrad. Zoowel uit de 
absorptieproeven als uit de praecipitatieproeven met een groot 
aantal stammen blijkt dus overtuigend, dat Str. dysgalactiae 
tot de serologische groep C volgens LANCEFIELD behoort. 
§ 6. Variabili teit . 
De variaties, die bij de zuurvorming door Str. dysgalactiae 
uit sorbiet en salicine werden waargenomen, zijn weergegeven 
in tabel S. Zooals blijkt kwamen alle theoretisch mogelijke 
variaties voor. 
TABEL 5 
ZUURVORMING UIT I 
SORBIET 
+ 
+ 
SALICINE | 
+ ! 
i 
_ 1 
+ : 
i 
1 
Totaal aantal stammen 1 
AANTAL 
STAMMEN 
13 
57 
26 
38 
134 
De splitsing van salicine kwam het meeste voor bij stammen 
die sorbiet onaangetast lieten. 
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§ 7. Pathogeniteit voor muizen. 
Daar DIERNHOFER (1930) aangaf, dat Str. dysgalactiae een 
matige pathogeniteit voor muizen zou bezitten, werd in een 
vroeg stadium der onderzoekingen van een tiental stammen, 
die op grond van de biochemische eigenschappen als Str. dys-
galactiae waren gekwalif iceerd, telkens een halve ccm bouUlon-
cultuur zoowel subcutaan als intraperitonaal bij muizen inge-
spoten. Een dergelijke groote dosis zou volgens de mede-
deelingen van DIERNHOFER in veel gevallen doodelijk moeten 
zijn. Geen van de muizen werd echter op deze wijze gedood. 
Ook NOTTBOHM (1940) vermeldde reeds, dat Str. dysgalactiae 
niet pathogeen is voor muizen. 
§ 8. Eenige afwijkende stammen. 
Een vijftal stammen vertoonde in biochemisch opzicht wel 
een groote gelijkenis met Sir. dysgalactiae, doch kon niet met 
beslistheid als zoodanig herkend worden. 
Een stam (D 719 H) was bij het biochemische onderzoek 
niet te onderscheiden van een stam van Str. dysgalactiae, die 
van dezelfde cultuur ge'isoleerd werd (D 719 T) . In tabel 6 
zijn de belangrijkste eigenschappen van deze beide stammen 
weergegeven. 
TABEL 6 
STAM 
D719H 
D719T 
TROEBELING AGAR 
— 
+ 
SORBIET 
+ 
+ 
SALIC1NE 
— 
— 
SEROLOGISCH ONDERZOEK 
negatief met alle sera 
positief m. serum voor groep C 
De stam D 719 H gaf geen praecipitatiereactie met serum 
voor groep C, evenmin als met andere groep-specifieke sera 
en veroorzaakte bovendien geen troebeling onder de kolonien 
op serumagar. Het serologische onderzoek werd eenige malen 
herhaald, doch steeds met hetzelf de negatieve resultaat. Hoewel 
aanvankelijk verondersteld werd, dat deze stam niettemin tot 
de soort Str. dysgalactiae behoorde, werd hieraan later getwij-
feld, daar nog een andere stam geisoleerd werd, die dezelfde 
afwijkingen vertoonde, doch bovendien eenige verwantschap 
met Str. agalactiae bleek te hebben. 
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Deze tweede afwijkende stam (664) werd nagenoeg in rein-
cultuur uit uiersecreet geisoleerd. Zij splitste geen sorbiet. 
Bovendien waren de kolonien eenigszins slijmig. Dit laatste 
werd bij Str. dysgalactiae nooit waargenomen. Ook werd bij 
het microscopische onderzoek van het sediment het typische 
streptococcenbeeld waargenomen, hetgeen zooals reeds is 
medegedeeld bij Str. dysgalactiae slechts weinig voorkomt. 
Hoewel deze streptococcenstam 664 veel overeenkomst ver-
toonde met D 719 H, vertoonde 664 in biologisch opzicht 
(tevens negatief voor sorbiet!) dus eenige gelijkenis met Str. 
agalactiae. Bovendien was deze stam niet van een cultuur 
geisoleerd, waarop zooals bij D 719 H tevens Str. dysgalactiae 
aanwezig was. De stam 664 werd daarom als ondefineerbaar 
gekwalificeerd. 
De overige 3 afwijkende stammen werden geisoleerd uit de 
in physisch-chemisch opzicht geheel normale melk van 3 ver-
schillende runderen uit eenzelfden stal. Deze 3 stammen 
werden slechts gedeeltelijk biochemisch onderzocht. De onder-
zochte reacties waren als volgt: Geen troebeling in de agar, 
niet slijmig, geen haemolyse, geen hydrolyse van aesculine of 
natrium-hippuraat, roodkleuring van lakmoesmelk, zonder 
reductie of stremming, serologisch negatief met alle sera. Voor 
zoover de reacties nagegaan werden bestond er dus ook hier 
veel overeenkomst met D 719 H. Op de culturen uit de melk 
waren slechts enkele kolonien tot ontwikkeling gekomen. 
Vermoedelijk zijn de hier besproken vijf stammen identiek 
met de drie door LITTLE (1939-C) als niet te identificeeren 
beschreven stammen. Deze stammen zouden volgens genoem-
den onderzoeker een acute, doch tijdelijke mastitis veroorzaakt 
hebben. Het klinische beeld van de veroorzaakte mastitis kwam 
dus overeen met dat van een uierontsteking door Str. dys-
galactiae. Het lijkt daarom van weinig belang deze zelden 
voorkomende afwijkende streptococcen bij het practische 
streptococcenonderzoek van Str. dysgalactiae te scheiden. 
Een in 1939 van PLASTRIDGE uit Amerika ontvangen spe-
cimen van „Str. pseudo-agalactiae", gemerkt B 938, bleek 
geheel aan de hiervoor gegeven beschrijving van Str. dys-
galactiae te beantwoorden, doch een tweede tegelijkertijd en 
onder dezelfde benaming ontvangen stam, gemerkt „Shirley", 
bleek haemolytisch te zijn en moest op grond van de verdere 
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biochemische en serologische eigenschappen als een- voorbeeld 
van Str. pyogenes (Ch) beschouwd worden. De stam „Shirley" 
veroorzaakte ook geen troebeling in de serumagar en wordt 
in hoofdstuk 4 nog nader besproken. 
§ 9. De door Str. dysgalactiae bij het rund veroor-
zaakte mastitis. 
Om de in het voorgaande gegeven beschrijving van Str. dys-
galactiae volledig te maken, wil ik hier een kort resume geven 
van de door LOURENS en VAN DER SCHEER (1941) uitvoerig 
beschreven mastitis. Hier en daar is de beschrijving gecom-
pleteerd met de sindsdien verzamelde gegevens. 
De door Str. dysgalactiae veroorzaakte uierontsteking was 
in de meeste gevallen acuut. De aangetaste kwartieren waren 
dan plotseling gezwollen en hard. Spoedig daarna werden de 
kwartieren weer zachter, waarbij de melkgift, ook uit de niet-
aangetaste kwartieren, sterk verminderde en de uier tenslotte 
vaak geheel slap en leeg aanvoelde. De uierlymphklieren en de 
tarsaal- en kootgewrichten waren vaak gezwollen. In ver-
scheidene gevallen konden de dieren niet opkomen. 
Bij deze gevallen van parese kan de mastitis, althans aanvankelijk, 
gemakkelijk over het hoofd gezien worden, daar het bij een paretisch 
neerliggend rund een vaak voorkomend verschijnsel is, dat de melkgift 
sterk verminderd is. In dergelijke gevallen zal de parese allient toegeschreven 
worden aan hypocalcaemie. Bij het onderzoek van verscheidene monsters 
bloed van runderen met een mastitis door Str. dysgalactiae bleek nu, dat 
in gQtn enkel geval ook maar een geringe verlaging van het calciumgehalte 
van het bloedserum aangetoond kon worden. De monsters bloed waren zoo 
veel mogelijk verzameld in het acute stadium, dus op het oogenblik dat de 
parese eventueel zou kunnen optreden. In een van deze gevallen werd het 
bloedmonster genomen na de vlotte geboorte van een zwaar kalf op het 
oogenblik, dat het dier inderdaad paretisch neerlag. De betrokken dierenarts, 
die reeds een groot aantal gevallen van mastitis door Str. dysgalactiae had 
waargenomen en deze herhaaldelijk bij het klinische onderzoek als zoodanig 
herkende, had reeds eenige gevallen van parese door Str. dysgalactiae in 
behandeling gehad. Ondanks het feit, dat hij dus volkomen met de mastitis 
door deze streptococ op de hoogte was, diagnostiseerde hij het boven-
genoemde geval van verlamming aanvankelijk als parese door hypocalcaemie. 
Het feit, dat in dit geval, behalve een monster bloed ook kwartiermonsters 
melk ter onderzoek werden ontvangen, was dan ook uitsluitend te danken 
aan de af spraak met genoemde dierenarts, dat van alle voorkomende gevallen 
van parese een tijd lang zoowel bloed- als melkmonsters zouden worden 
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ingezonden. Zoodoende kon ook in dit geval aangetoond worden, dat geen 
hypocalcaemie, doch een mastitis door Sir. dysgalactiae de oorzaak van de 
parese was. 
Al deze verschijnselen traden op binnen 24 uur na de eerste 
zwelling van de aangetaste kwartieren. Daarna trad spoedig 
een verbetering van den toestand in en keerde de melkgift uit 
de niet-aangetaste kwartieren terug. Bij een juiste behandeling 
gaven ook de aangetaste kwartieren binnen enkele weken weer 
macroscopisch normale melk, terwijl de melk na 1 a 2 maanden 
geen noemenswaardige physisch-chemische afwijkingen meer 
vertoonde en de streptococcen niet meer waren aan te toonen. 
Hoewel de melkgift uit de oorspronkelijk aangetaste kwar-
tieren bevredigend was, keerde deze meestal eerst in de volgende 
lactatieperiode volledig terug. Het kan een enkele maal voor-
komen, dat de acute aanval zich enkele dagen na den eersten 
aanval herhaalt. 
Verder kwam het — volgens de gedurende het laatste jaar 
ontvangen inlichtingen — nogal eens voor, dat met tusschen-
poozen van eenige dagen een reeks van aanvallen van betrek-
kelijk weinig ernstigen aard werd waargenomen. Hoewel deze 
aanvallen in principe overeenkwamen met de zooeven be-
schreven acute aanvallen (plotseling gezwollen kwartieren en 
verminderde melkgift), was de behandelende dierenarts meestal 
niet geneigd dergelijke gevallen als acuut te beschouwen. 
Tenslotte kan het ook een enkele maal voorkomen, dat Str. 
dysgalactiae latent in den uier aanwezig is. 
Zooals uit het bovenstaande blijkt, gaan bij een mastitis door 
Str. dysgalactiae de aangetaste kwartieren bij een juiste behan-
deling niet voor de melkproductie verloren. Dit is in overeen-
stemming met de waarnemingen van PLASTRIDGE en HARTSELL 
(1937) en tevens een correctie op de mededeelingen van 
DIERNHOFER (1930) en MINETT, STABLEFORTH en EDWARDS 
(1932). 
In het bovenstaande werd onder een „juiste behandeling" 
verstaan: herhaaldelijk goed uitmelken, gecombineerd met een 
autovaccinbehandeling. Het toepassen van beide therapieen 
naast elkaar bleek essentieel te zijn. 
Verscheidene malen werd waargenomen, dat de uieront-
steking door Str. dysgalactiae nagenoeg tegelijkertijd bij meer-
dere runderen op denzelfden stal optrad. Toch wordt de 
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mastitis op grond van verschillende waarnemingen niet ernstig 
besmettelijk geacht. Het is aannemelijk, dat een latente infectie 
zich over een lange periode tot eenige runderen kan uitbreiden, 
doch dat de mastitis eerst acuut wordt tengevolge van in veel 
gevallen nog onbekende omstandigheden. In totaal werd de 
mastitis slechts 3 maal als na-ziekte van mond- en klauwzeer 
waargenomen. 
De beschrijving heeft betrekking op de mededeelingen over 
34 gevallen van mastitis door Str. dysgalactiae. In 24 van deze 
gevallen was de mastitis uitgesproken acuut, in 5 gevallen met 
intermitteerende herhalingen, in 3 gevallen meer chronisch, 
terwijl in 2 gevallen de streptococcen naar het scheen latent 
in den uier voorkwamen. 
H e t v o o r k o m e n v a n Str. dysgalactiae b i j 
d e m a s t i t i s v a n a n d e r e d i e r s o o r t e n . Uit ander 
materiaal dan melk of uiersecreet van het rund werd Str. dys-
galactiae niet gei'soleerd. Eenmaal werd echter uit de melk van 
een paard, waarvan het veulen gestorven was, een stam van 
groep C gei'soleerd, die in enkele eigenschappen, als de troebe-
ling onder de kolonien op serumagar, het ontbreken van hae-
molyse en de zuurvorming uit saccharose en trehalose, ver-
wantschap met Str. dysgalactiae vertoonde. Op grond van 
andere kenmerken als de hydrolyse van aesculine en de krach-
tige zuurvorming uit salicine en arbutine was de stam echter 
minstens evenzeer verwant aan Str. pyogenes (Ch). 
N.B. Kort geleden werd een volkomen normale stam van Str. dys-
galactiae uit het uiersecreet van een geit gelsoleerd. 
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HOOFDSTUK 3. 
STREPTOCOCCUS UBERIS. 
§ 1. Microscopisch onderzoek van het sediment. 
Het kwam nog wel eens voor, dat bij het microscopische 
onderzoek van het sediment geen of slechts een gering aantal 
diplococcen of korte streptococcen werden waargenomen. In 
dergelijke gevallen betrof het vrijwel steeds monsters melk met 
geringe afwijkingen. Meestal werd echter een grooter aantal 
diplococcen, eventueel ook korte streptococcen, waargenomen, 
waarnaast dan op de culturen ook steeds een groot aantal kolo-
nien tot ontwikkeling kwam. Het is niet uitgesloten, dat deze 
waarneming verband houdt met de ondervinding van S. J. 
EDWARDS (1932), dat Str. uberis zich bij 10° C. nog kan ver-
meerderen en dat de streptococcen zich dus mogelijk tijdens 
de verzending in niet-geconserveerde monsters melk vermenig-
vuldigden. De waargenomen diplococcen en streptococcen 
varieerden sterk in grootte en waren meestal zuiver rond, soms 
iets ovaal van vorm. Vooral de grootere coccen waren daar-
door niet van melkzuurstreptococcen te onderscheiden. Slechts 
in 5 van de 83 gevallen werd het typische streptococcenbeeld 
waargenomen. In deze 5 gevallen kon naast Str. uberis geen 
Str. agalactiae worden aangetoond, zoodat aangenomen moet 
worden, dat ook Str. uberis in het sediment een enkele maal 
in de afgeplatte „geldrollenvorm" kan voorkomen. 
§ 2. Kenmerken op paardensemmi-agar. 
a. K o l o n i e v o r m . D e l 8—24 uur oude kolonien van 
Str. uberis op paardenserum-agar geleken zeer sterk op die van 
Str. agalactiae; zij waren meestal matglanzend met een gladden 
rand, doch eenige malen werden ook meer kluwen-achtige 
kolonien waargenomen. Evenals bij Str. agalactiae vertoonden 
de culturen bij opvallend licht vaak een doorzichtig-
beige tint. 
Bij aanraking met de entnaald bleken de kolonien meestal 
week van consistentie te zijn. Op het totaal van 8 3 onderzochte 
stammen kwam het 4 maal voor, dat met de entnaald een fijn 
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draadje van de kolonien getrokken kon worden. Dat is dus 
slechts bij 5 % der onderzochte stammen. De bij Str. agalactiae 
„typisch-slijmig" genoemde vormen werden bij Str. uberis niet 
waargenomen. 
Een van de dradentrekkende stammen vertoonde bovendien 
de van Str. dysgalactiae bekende troebeling in de agar onder 
de kolonie. Bij een naar aanleiding van deze waarneming inge-
steld onderzoek bleek, dat de troebeling van de agar bij Str. 
uberis wel meer voorkwam indien de culturen 48—72 uur bij 
37° C. of gedurende geruimen tijd bij kamertemperatuur be-
waard werden. De bovengenoemde stam van Str. uberis was 
echter de eenige, die dit kenmerk op de 18—24 uur oude 
paardenserum-agar-cultuur vertoonde. 
b. H e r k e n n i n g v a n Str. uberis. Zooals uit het 
bovenstaande blijkt, vertoont Str. uberis op paardenserum-
agar geen kenmerken, waardoor zij onmiddellijk van de andere 
streptococcensoorten onderscheiden kan worden. De weeke 
consistentie van de kolonien van de meeste stammen was steeds 
aanleiding om een nader biochemisch onderzoek in te stellen, 
terwijl ook de dradentrekkende eigenschappen van de kolonien 
van enkele stammen zoo gering waren, dat zij alsnog verder 
onderzocht werden. 
§ 3. Macroscopische en microscopische beoordeeling 
van de bouilloncultuur. 
Bij 55 op de groeiwijze in bouillon onderzochte stammen 
werden er 5 aangetroffen, die de bouillon na 18—24 uur bij 
37° C. volkomen helder lieten. De overige 50 stammen veroor-
zaakten een diffuse troebeling in de bouillon, eventueel onder 
vorming van een bodembezinksel, dat door omzwenken dif f uus 
te verdeelen was. Bij de 5 helder groeiende stammen bleef het 
bodembezinksel in 2 gevallen ook na krachtig omzwenken 
kruimelig. 
Bij het microscopische onderzoek van de bouillonculturen 
werden diplococcen tot korte streptococcen waargenomen, 
die evenals bij het microscopische onderzoek van het sediment 
sterk in grootte konden varieeren. Een enkele maal werden 
soms zelfs zeer lange ketens of eenigszins afgeplatte coccen 
waargenomen. 
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§ 4. Biochemische eigenschappen. 
Alle geisoleerde stammen van Str. uberh werden nader bio-
chemisch en later ook steeds serologisch onderzocht. 
Bij deze 83 stammen werd het volledige biochemische onderzoek toe-
gepast, dat hydrolase van aesculine en natrium-hippuraat, haemolyse, gedrag 
in lakmoesmelk, aanwezigheid van katalase en zuurvorming uit saccharose, 
raffinose, salicine, manniet, sorbiet en trehalose omvatte. 69 stammen werden 
tevens serologisch en 46 stammen bovendien op zuurvorming uit inuline, 
amygdaline en arbutine onderzocht. 
Aesculine werd steeds gehydrolyseerd. Bij 82 stammen werd 
de aesculine in een dag krachtig gesplitst, doch bij een stam 
kon pas na 8 dagen een zwakke vorming van aesculidine aan-
getoond worden. 
Natrium-hippuraat werd eveneens gehydrolyseerd. Hoewel 
bij het meerendeel der onderzochte stammen de splitsing 
van het hippuraat reeds na 1 of 2 dagen duidelijk aan te 
toonen was, kon bij een aantal stammen pas na 4 of 5 dagen 
en bij 2 stammen pas na 10 dagen een zwakke hydrolyse 
worden aangetoond. Bij de beoordeeling na 3 dagen kon zoo-
doende de hydrolyse van natrium-hippuraat bij 12 stammen 
nog niet aangetoond worden. 
Haemolyse werd niet waargenomen. 
Lakmoesmelk werd door de meeste stammen in 1 tot 4 dagen 
meer of minder duidelijk rood gekleurd. Bij enkele stammen 
kon geen zuurvorming in de lakmoesmelk vastgesteld worden. 
Ze werd meestal niet tot stremming gebracht. Trad na 3, 4 of 
5 dagen toch stremming op, dan was deze meestal zwak, zoodat 
het gevormde coagulum door luchtig kloppen op de handpalm 
gemakkelijk te verdeelen was. De meeste stammen brachten 
ook geen reductie van de lakmoes teweeg, doch eenige stammen 
veroorzaakten een „wit voetje". Enkele malen kwam het voor, 
dat de lakmoes na 1 of 2 dagen krachtig gereduceerd was, doch 
dit ging meestal gepaard met een zwakke zuurvorming, zoodat 
de reductie alweer verdwenen was als bovendien nog stremming 
op trad. De typische, gestremde en gereduceerde kolom melk 
met roode kraag, zooals bij melkzuurbacterien, werd niet waar-
genomen, tenzij een veel te groote hoeveelheid entmateriaal 
gebruikt werd. 
Katalase kon niet worden aangetoond. 
80 
Uit saccharose, salicine, manniet, trehalose, amygdaline en 
arbutine (46 stammen) werd steeds zuur gevormd. Raffinose 
werd niet aangetast. 89 % der onderzochte stammen splitste 
sorbiet. Slechts 70 % der onderzochte stammen vormde zuur 
uit inuline. 
De hierboven vermelde resultaten van het onderzoek op de 
zuurvorming uit inuline zijn niet in overeenstemming met de 
oorspronkelijk door S. J. EDWARDS (1932) voor Str. uberis 
(„Group III mastitisstreptococcus") gegeven definitie. Het 
onderzoek van eenige stammen, die inuling^ onaangetast lieten, 
werd herhaald met inuline van andere herkomst met hetzelfde 
negatieve resultaat. LITTLE (1939-a) wees er reeds op, dat hij 
een tweetal aesculine-splitsende stammen isoleerde, die een 
uieraandoening van weinig ernstigen aard veroorzaakten, doch 
die in enkele biochemische eigenschappen van de door EDWARDS 
voor Str. uberis gegeven definitie afweken. In de volgende 
paragrafen zal blijken, dat dergelijke afwijkende stammen, 
zooals ook reeds in een voorloopige publicatie werd mede-
gedeeld (VAN DER SCHEER, 1940), op grond van de resultaten 
van het serologische onderzoek inderdaad als Str. uberis be-
schouwd mogen worden. 
De aantasting van sorbiet werd door EDWARDS niet onder-
zocht, zoodat het positief of negatief uitvallen van dit onder-
zoek geen vragen opwerpt over de identiteit van de onder-
zochte stammen. 
§ 5. Serologisch onderzoek. 
« 
a. P r a e c i p i t a t i e p r o e v e n . Een van de twee eerste 
sera, die met Str. uberis werden bereid, vertoonde reeds dadelijk 
een krachtige praecipitatiereactie met het (bij het eerste 
onderzoek volgens de voorschriften van LANCEFIELD be-
reide!) groep-specifieke extract van de autologe stam en 
eveneens met de extracten van eenige homologe stammen 
(Serum U 2561). Na 24 uur bewaren in de ijskast had zich 
tevens het groep-specifieke, samenhangende neerslag gevormd, 
zoodat aangenomen werd, dat een groep-specifiek serum ver-
kregen was. Weliswaar kon met een van de proefstammen 
(U 215) geen positieve praecipitatiereactie verkregen worden 
en bleek ook bij de verdere onderzoekingen, dat een niet te 
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verwaarloozen aantal stammen negatief was, doch op grond 
van de mededeelingen van STABLEFORTH (1932) werd dit ge-
weten aan een totaal gemis van deze stammen aan specifieke 
antigenen. 
Toen het eerste uberis-serum (2561) grootendeels opge-
bruikt was, werd met een verschen, serologisch positieven stam 
(U 346) een nieuw serum bereid. Ook dit serum vertoonde 
met extracten van den autologen stam, evenals met de extracten 
van eenige homologe stammen een positieve praecipitatie-
reactie, waarbij na 24 uur bewaren in de ijskast een niet meer 
diffuus te verdeelen, dus groep-specifiek neerslag ontstond. 
Bij het verdere gebruik van dit tweede serum viel het echter 
op, dat plotseling een veel geringer aantal serologisch positieve 
stammen werd gevonden dan voorheen. Daarom werd dit serum 
nogmaals gecontroleerd met een aantal oude proefstammen. 
Het extract van den oorspronkelijken serumstam U 256 
bleek geen praecipitatiereactie met serum 346 te geven. Met 
een nog gespaard restje van serum 2561 bleek het extract van 
U 256 nog dezelfde krachtige praecipitatiereactie te geven als 
voorheen. Het serum 346 was blijkbaar type-specifiek. Het 
was dus noodzakelijk een nieuw meer groep-specifiek serum 
te bereiden. Daar het op grond van deze resultaten tevens 
mogelijk geacht werd, dat zelfs een nog sterker polyvalent 
serum verkregen zou kunnen worden dan het oorspronkelijke 
serum 2561, werd besloten sera te bereiden voor zoo veel moge-
lijk verschillende, op dat oogenblik beschikbare biochemische 
typen en zoowel voor serologisch positieve als voor serologisch 
negatieve stammen. De in den loop van deze onderzoekingen 
bereide sera zijn met enkele biochemische reacties van de 
autologe stammen en met de resultaten van het serologische 
onderzoek in tabel 7 weergegeven. Uit deze tabel blijkt, dat 
verscheidene stammen (346, 1075, 929 en 901 T) een uitge-
sproken type-specifiek serum gaven, terwijl slechts van twee 
stammen (256 en 75) een meer groep-specifiek serum werd 
verkregen. Het was echter merkwaardig, dat de positieve 
reacties voor de type-specifieke sera met groep-specifieke 
extracten volgens de formamide-methode van FULLER en 
volgens de vereenvoudigde formamide-methode verkregen 
werden. Bij een controle van de type-specifieke sera 346 
en 929 met groep-specifieke en type-specifieke extracten 
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volgens LANCEFIELD bleek, dat ook hier met de groep-
specifieke extracten een praecipitatiereactie verkregen werd. 
Dit leidde tot de gevolgtrekking, dat bij Sir. uberis de type-
specifieke antigenen, althans in chemisch opzicht, wel zeer 
nauw verwant moesten zijn aan de groep-specifieke antigenen. 
Zelfs werd overwogen of het niet mogelijk zou zijn, dat de in 
de „type-specifiek" genoemde sera aanwezige praecipitinen 
wel degelijk groep-specifiek waren, doch dat bij de uitvoering 
van de praecipitatiereactie met sommige homologe extracten 
de uitvlokking van het praecipitaat op de een of andere wijze 
werd tegengehouden. In dit geval zouden dus de in de type-
specifieke sera aanwezige praecipitinen door de autologe stam-
men van de groep-specif ieke sera 256 en 75 geabsorbeerd 
moeten worden. Daarom werd tot absorptieproeven met alle 
voor dit doel beschikbare groep- en type-specif ieke sera besloten. 
Bij deze proeven zou tevens kunnen blijken of de serologisch 
geheel negatieve stammen mogelijk nog eenige serologische 
verwantschap met de positieve stammen vertoonden. 
b. A b s o r p t i e p r o e v e n . De resultaten van de ab-
sorptieproeven zijn in tabel 8 samengebracht. De absorptie 
werd steeds gecontroleerd met alle extracten van de in tabel 7 
genoemde stammen, uitgezonderd van de stammen 1075 en 
215. Indien de praecipitinen uit een bepaald serum door de 
absorptie met een bepaalden stam weggenomen werden, ge-
schiedde dit volledig en viel de praecipitatiereactie dus negatief 
uit met alle gebruikte extracten. Voor de overzichtelijkheid 
van de tabel is daarom alleen de praecipitatiereactie van de 
geabsorbeerde sera met het extract van den autologen stam 
weergegeven. In de rechterhelft van de tabel is bovendien voor 
elk serum nogmaals weergegeven met welke extracten van de 
voor de absorptie gebruikte stammen het ongeabsorbeerde 
serum een positieve reactie gaf. 
Zooals blijkt is nu de linkerhelft van de tabel als het ware 
het negatief van de rechterhelft. Daaruit volgt, dat de sera 
steeds, doch bovendien uitsluitend, geabsorbeerd werden door 
de stammen waarmee zij een praecipitatiereactie gaven. De 
praecipitinen van de type-specif ieke sera vertoonden dus noch 
onderling noch met de praecipitinen van de meer groep-speci-
fieke sera ook maar de geringste serologische verwantschap. 
Tevens gelukte het niet om met behulp van de absorptie-
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TABEL 8 
g 
w 
t/i 
256(11) 
75 
346 
929 
901 T 
PRAECIPITATIEREACTIE MET HET 
HOMOLOGE EXTRACT NA 
ABSORPTIE VAN HET SERUM MET 
256 
+ 
+ 
+ 
75 
+ 
+ 
+ 
346 
+ 
+ 
929 
+ 
901 
T 
+ 
+ 
+ 
179 
+ 
+ 
180 
+ 
+ 
+ 
+ 
PRAECIPITATIEREACTIE MET 
EXTRACTEN VAN 
256 
+ 
+ 
— 
75 
+ 
346 929 901 
T 
+ 
179 
— 
180 
— 
proeven verwantschap tusschen de serologisch positieve en 
serologisch negatieve stammen aan te toonen. Het eenige posi-
tieve resultaat, dat de onderzoekingen opleverden was, dat door 
de reciproque absorptie van serum 256 door Sir. uberis No. 75 
en van serum 75 door Str. uberis No. 256 werd aangetoond, 
dat de inuline-negatieve stam 75 tot dezelfde serologische groep 
behoort als de inuline-positieve stam 256. 
Bij de bereiding van de sera voor Str. uberis werd opgemerkt, 
dat deze steeds zeer vlot verliep. Met serologisch positieve 
stammen werden nagenoeg steeds bij het eerste het beste konijn 
specifieke sera verkregen (bij Str. agalactiae en Str. pyogenes 
(Ca), waar alle geisoleerde stammen serologisch positief waren, 
was het aantal groep-specif ieke sera, dat verkregen werd, minder 
dan 50 %). Het is daarom opvallend, dat uitsluitend van 
stammen, die geen praecipitatiereactie met de groep-specifieke 
sera gaven, nagenoeg geen specifieke sera verkregen werden. 
Het eenige specifieke serum, dat van een dergelijken stam ver-
kregen werd, was type-specifiek (901 T ) . 
Op grond van deze waarnemingen werd geconcludeerd, dat 
het heel aannemelijk, zelfs zeer waarschijnlijk is, dat de hypo-
these van STABLEFORTH (1932), dat sommige stammen van 
Str. uberis gekenmerkt worden door een volkomen gemis aan 
antigenen, juist is. 
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Verder blijkt uit tabel 7, dat van de stammen 346, 1075 en 
929, die zoowel groep-specifieke als type-specifieke antigenen 
bezaten, uitsluitend type-specifieke sera verkregen werden, 
hetgeen er op wijst, dat de vorming van type-specifieke prae-
cipitinen preferent was boven de vorming van groep-specifieke 
praecipitinen. Indien deze veronderstelling juist is, zou daaruit 
volgen, dat de stammen 256 en 75 geen type-specifieke, doch 
uitsluitend groep-specifieke antigenen bezaten en dat het uit-
sluitend daaraan te wijten was, dat van deze stammen groep-
specifieke sera verkregen konden worden. Indien deze stammen 
wel type-specifieke antigenen hadden bezeten, zou daarvan 
bovendien bij de absorptieproeven met homologe stammen 
(van een heteroloog type) allicht iets gebleken zijn, daar dan 
de type-specifieke praecipitinen voor den autologen stam, die 
toch in een van de beide sera wel in geringe mate aanwezig 
zouden zijn geweest, in het serum achtergebleven en met het 
extract van den autologen stam aangetoond zouden zijn. 
c. V o o r s t e l l i n g o v e r h e t a n t i g e n e k a r a k -
t e r v a n Str. ub eris. Op grond van de hierboven be-
schreven onderzoekingen en waarnemingen werd samenvattend 
de volgende voorstelling over het antigene karakter van Str. 
uberis gevormd: 
Str. uberis kan zoowel groep-specifieke als type-specifieke 
praecipitinogenen bezitten. De type-specifieke praecipitino-
genen zijn in chemisch opzicht zoo nauw verwant aan het 
groep-specifieke praecipitinogeen, dat zij in het groep-speci-
fieke extract overgaan. Sommige stammen worden geken-
merkt door een volkomen gemis aan praecipitinogenen (215, 
179 en 180). Enkele stammen bezitten uitsluitend type-
specifieke praecipitinogenen (901-T), terwijl andere stammen 
uitsluitend groep-specifiek praecipitinogeen bezitten (256 en 
75). Bij de bereiding van sera met stammen, die zoowel type-
als groep-specifiek praecipitinogeen bezitten (346, 1075 en 
929), worden steeds type-specifieke praecipitinen gevormd, 
zoodat de bereiding van groep-specifieke sera alleen mogelijk 
is met stammen, die uitsluitend groep-specifiek praecipitino-
geen bezitten. 
Door deze voorstelling over het antigene karakter van Str. 
uberis wordt tevens verklaard hoezeer men van het toeval 
afhankelijk is, indien men pogingen in het werk stelt om een 
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groep-specifiek serum voor Str. tiberis te bereiden. Het kan 
dan ook niet verbazen, dat zoowel STABLEFORTH (1932) als 
ook SEELEMANN (1941-a) tot de conclusie kwamen, dat Str. 
uberis geen groep-specifieke antigenen zou bezitten. Het 
groep-specifieke karakter van de sera 256 I, 256 II en 75 werd 
voldoende aangetoond door het feit, dat in de door deze sera 
omvatte groep verscheidene serologische typen werden onder-
scheiden. 
d. P e r c e n t a g e p o s i t i e v e n . Op het totaal van 69 
serologisch onderzochte stammen van Str. uberis gaven er 35 
een positieve praecipitatiereactie met de verschillende in den 
loop der onderzoekingen gebruikte sera voor Str. uberis. Bij 
deze 69 stammen zijn er echter 16 inbegrepen, die uitsluitend 
met de type-specif ieke sera U 1076 en U 346 onderzocht waren 
en waarvan er dientengevolge slechts enkele een positieve 
praecipitatiereactie vertoonden. Om een juisten indruk te ver-
krijgen van het percentage serologisch positieve stammen met 
de groep-specifieke sera, dienen de genoemde 16 stammen bij 
het berekenen van dit percentage dus uitgeschakeld te worden. 
Van de 53 overblijvende stammen waren er nu 33 positief, 
dat is ruim 62 % van het totale aantal met de groep-specifieke 
sera 2561, 256 II en 75 onderzochte stammen. 
De extracten van Str. uberis gaven zelden een praecipitatie-
reactie met voor andere streptococcensoorten bereide sera. Zoo 
gaven o. a. 13 serologisch positieve en 19 serologisch negatieve 
stammen geen praecipitatiereactie met een tweetal voor melk-
zuurstreptococcen bereide sera. Een uitzondering vormtde reeds 
in een voorgaand hoofdstuk genoemde stam (U 378), waarvan 
het extract een nevenreactie met serum voor groep B vertoonde. 
e. S e r o l o g i s c h e n o m e n c l a t u u r . Tegenover de 
mededeelingen van STABLEFORTH (1932) en van SEELEMANN 
(1941-a) stonden reeds de meer positieve bevindingen van 
PLASTRIDGE en HARTSELL (1937). De door laatstgenoemde 
onderzoekers als „Group Ba" aangeduide streptococcensoort 
is namelijk ongetwijfeld identiek met Str. uberis. De meeste 
van deze stammen gaven nu een positieve of zwak-positieve 
praecipitatiereactie met een serum voor groep E. Deze mede-
deeling hield dus reeds in, dat Str. uberis mogelijk niet alleen 
groep-specifieke antigenen zou bezitten, doch zelfs in een 
reeds bestaande serologische groep zou kunnen worden inge-
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deeld. PLASTRIDGE en HARTSELL Heten zich echter niet positief 
uit en verrichtten ook geen absorptieproeven. Het lag dan ook 
in de bedoeling om na het beeindigen van de eigen onder-
zoekingen contact te zoeken met LANCEFIELD en door middel 
van de reciproque praecipitatie- en absorptieproeven na te 
gaan of het met Str. uteris bereide groep-specifieke serum 
inderdaad als een serum voor groep E beschouwd moest 
worden, respectievelijk of Str. uberis in de serologische groep E 
moest worden ingedeeld. Door de internationale verwikke-
lingen van de laatste jaren is het bedoelde contact inmiddels 
uitgebleven. Het lijkt daarom gewenscht, in afwachting van 
nadere onderzoekingen, de waarschijnlijkheid onder oogen te 
zien, dat Str. uberis tot de serologische groep E volgens LANCE-
FIELD zal blijken te behooren en dus om verwarring te voor-
komen, althans geen nieuwe letter voor het bereide groep-
specifieke uberis-serum voor te stellen. Evenals in deze studie 
is geschied, kan het bedoelde serum zonder bezwaar als„groep-
specifiek i^ms-serum" aangeduid worden. 
§ 6. Variabil i teit. 
In tabel 9 zijn de bij de zuurvorming uit sorbiet en inuline 
voorkomende variaties weergegeven. Tevens is in deze tabel 
het resultaat van het serologische onderzoek van Str. uberis 
voor alle biochemische typen afzonderlijk vermeld. Zooals 
blijkt, werden bij de 46 zoowel op zuurvorming uit sorbiet 
als uit inuline onderzochte stammen alle 4 de theoretisch 
mogelijke combinaties gevonden. 
Van de biochemische typen a en c moeten de serologisch 
negatieve stammen ongetwijfeld als Str. uberis beschouwd 
worden, daar de biochemische eigenschappen van deze stam-
men volledig aan de door S. J. EDWARDS (1932) gegeven be-
schrijving voor Str. uberis voldeden. Zij konden bovendien niet 
in een andere serologische groep worden ingedeeld. 
Bij de in § 5 reeds besproken absorptieproeven bleken tevens 
de serologisch positieve stammen van de biochemische typen 
a en b inderdaad tot dezelfde serologische groep te behooren. 
Daar aan het resultaat van een dergelijk uitvoerig serologisch 
onderzoek zeker meer waarde gehecht mag worden dan aan 
de uitkomst van een enkele biochemische reactie, moeten dus 
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TABEL 9 
VARIABILITEIT VAN STR. UBERIS 
a 
b 
c 
d 
ZUURVORMING UIT 
SORBIET 
+ 
+ 
— 
— • 
INUL1NE 
+ 
— 
+ 
— 
Totaal aantal stammen 
Aantallen stammen 
SEROLOGISCH ONDERZOEK 
+ 
22 
2 
0 
1 
25 
— 
9 
6 
1 
5 
21 
TOTAAL 
AANTAL STAMMEN 
31 
8 
1 
6 
46 
ook de serologisch positieve stammen van de biochemische 
typen b en d als Str. uberh beschouwd worden. 
Blijven nog de serologisch negatieve stammen van de bio-
chemische typen b en d. Het feit, dat bij de biochemische 
typen a en c eveneens veel serologisch negatieve stammen voor-
kwamen, pleit ervoor om aan te nemen, dat ook aan het nega-
tief uitvallen van het serologische onderzoek bij de bioche-
mische typen b en d geen conclusies in negatieven zin ver-
bonden mogen worden en dat dus ook deze stammen als Str. 
uberh beschouwd mogen worden. 
§ 7. Enkele afwijkende stammen. 
Drie stammen, die sorbiet en inuline onaangetast lieten, 
splitsten bovendien geen saccharose. Zij werden op ver uiteen 
liggende data uit de physisch sterk afwijkende melk (uier-
secreet) van verschillende runderen geisoleerd. De extracten 
van deze 3 stammen gaven een praecipitatiereactie met het 
groep-specifieke #^ns-serum. Daar deze reactie echter tame-
lijk zwak was en, afgezien van de ontbrekende zuurvorming 
uit saccharose, het gedrag in lakmoesmelk van 2 stammen be-
langrijk afweek van normale stammen van Str. uberis, werd 
het niet juist geacht — mede in verband met het resultaat van 
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de praecipitatie- en absorptieproeven bij Str. agalactiae — deze 
streptococcen zonder meer tot de soort Str. uberis te rekenen. 
Een stam werd aangehouden om op een tijdstip, dat er meer 
serum beschikbaar zou zijn absorptieproeven te verrichten, doch 
deze stam ging verloren voordat de proeven uitgevoerd konden 
worden. Daarom moet volstaan worden met enkele nadere 
gegevens over de biochemische eigenschappen. 
Een van de stammen veroorzaakte binnen 24 uur volledige 
reductie van lakmoesmelk, echter zonder zuurvorming of 
stremming. Na 3 dagen was de reductie weer geheel ver-
dwenen. Verder kon na 4 dagen nog geen hydrolyse van 
natrium-hippuraat worden aangetoond, doch viel de reactie na 
10 dagen positief uit. 
De tweede stam veroorzaakte eveneens binnen 24 uur vol-
ledige reductie van lakmoesmelk. Na 48 uur was de melk 
bovendien door zuurvorming gestremd. 
De derde stam was in lakmoesmelk en in aesculine-hippuraat-
bouillon niet van Str. uberis te onderscheiden. Weliswaar werd 
de lakmoesmelk in het onderste gedeelte van de reageerbuis 
gereduceerd, doch zooals reeds in § 4 werd opgemerkt, kwam 
dat ook bij normale stammen van Str. uberis voor. 
De krachtige reductie van lakmoesmelk door de twee eerst-
genoemde stammen en de afwezigheid van het vermogen om 
saccharose te splitsen bij alle 3 de stammen deed aan verwant-
schap met melkzuurstreptococcen denken. 
Mede naar aanleiding van deze resultaten werd besloten tot 
de bereiding van eenige sera voor melkzuurstreptococcen. In 
§ 5 werd reeds medegedeeld, dat deze sera met de extracten 
van Str. uberis geen praecipitatiereactie gaven. In hoofdstuk 5, 
§ 2 van deze afdeeling wordt hierop nog nader teruggekomen. 
Verder werden in vorige hoof dstukken reeds twee af wijkende 
stammen van Str. uberis vermeld. De eene stam (U 378) gaf 
een nevenreactie met serum voor groep B, de andere (U 901 T) 
vertoonde de van Str. dysgalactiae bekende troebeling onder 
de serumagar-kolonie. Hoewel beide stammen geen praecipi-
tatiereactie met groep-specifiek uberis-serum gaven, werden 
de genoemde afwijkingen niet van zooveel belang geacht, dat 
zij daarvoor van Str. uberis gescheiden zouden moeten worden. 
Zij zijn bij de 83 in § 4 besproken stammen van Str. uberis 
inbegrepen. 
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Tegelijk met de hierboven besproken stammen werden in de 
voorgaande hoofdstukken reeds twee streptococcenstammen 
genoemd (X 1777 en 196 T ) , die zich niet alleen op dezelfde 
wijze als bovengenoemde stammen onderscheidden, doch 
bovendien zuur vormden uit raffinose. Een van deze beide 
stammen (X 1777) werd bij een herhaalde monsterneming in 
het uiersecreet uit hetzelfde kwartier aangetoond, zoodat het 
zeer waarschijnlijk is dat deze stam de waargenomen mastitis 
veroorzaakte. Ook LITTLE (1939-a) nam een infectie van den 
uier door een nagenoeg identieken raffinose-splitsenden stam 
waar. Hoewel het mogelijk is, dat dergelijke stammen niet tot 
de soort Sir. tiberis gerekend mogen worden, schijnt het toch 
van weinig belang deze van Str. tiberis gescheiden te houden. 
§ 8. De door Str. tiberis bij het r u n d veroorzaakte 
mastitis. Voorkomen bij andere diersoorten. 
In de reeds meer genoemde voorloopige publicatie van 
LOURENS en VAN DER SCHEER (1941) werd medegedeeld, dat 
de mastitis door Str. uberis vaak een ernstiger karakter had 
dan de mededeelingen in de literatuur deden vermoeden en dat 
de klinische verschijnselen van dien aard konden zijn, dat aan 
de mogelijkheid van een tuberculeuze mastitis gedacht werd. 
Uit de sindsdien verzamelde gegevens kon inmiddels een 
wat uitvoeriger beschrijving samengesteld worden. Van de 
15 gevallen van mastitis door Str. uberis, waarover nadere 
mededeelingen ontvangen werden, waren er 14 chronisch, 
terwijl slechts een geval acuut was. In slechts 6 van de chro-
nische gevallen was de mastitis van weinig ernstigen aard. In 
3 gevallen had zij daarentegen een zeer ernstig karakter, 
waarbij eenmaal werd medegedeeld, dat harde knobbels door 
het geheele kwartier aanwezig waren en dat met het oog op de 
zeer geringe kans op genezing geen therapie was ingesteld. 
Bij de meer goedaardig verloopende gevallen konden meestal 
geen klinische afwijkingen worden geconstateerd. Het lijden 
openbaarde zich dan uitsluitend door een blijvende of periodiek 
terugkeerende vermindering van de melkgift, eventueel ge-
paard gaande met vlokjes in de eerste stralen melk. Bij de 
normale en ernstige gevallen waren buitendien bij het klinische 
onderzoek steeds knobbels in de aangetaste kwartieren waar te 
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nemen, terwijl een sterk van normale melk afwijkend secreet 
uitgescheiden werd. In 3 gevallen werd medegedeeld, dat de 
uier bij het klinische onderzoek sterk verdacht was van t.b.c. 
Bovendien werd in 9 andere gevallen uitdrukkelijk om een 
onderzoek naar de aanwezigheid van tuberkelbacillen ge-
vraagd. Over het algemeen werd de indruk verkregen, dat de 
aandoening tamelijk hardnekkig en moeilijk te genezen was. 
Uit de voorgaande beschrijving blijkt, dat de mastitis door 
Str. uberis in de meeste gevallen geen uitgesproken goedaardig 
karakter vertoonde. Ook bij de klinisch meer goedaardig ver-
loopende gevallen werd door de duidelijk waarneembare ver-
mindering in melkgift en door de hardnekkigheid van de 
infectie belangrijke schade veroorzaakt. 
V o o r k o m e n v a n Str. uberis bij a n d e r e d ie r -
s o o r t e n . Tweemaal werd Str. uberis uit de melk van een 
paard gei'soleerd. In beide gevallen werden de monsters melk 
ingezonden in verband met klachten over den groei van het 
veulen. In het eerste geval voelde de uier van het paard wat 
hard en vast aan. Enkele dagen voor de inzending van het 
monster aan de Rijksseruminrichting schiftte de melk bij 
koken en bij de alcoholproef. Het vetgehalte was 0,5 %. Kata-
lasecijfer en sediment van het ingezonden melkmonster waren 
normaal. De gei'soleerde stam van Str. uberis splitste geen 
inuline, doch was serologisch positief. 
In het tweede geval werden geen klinische waarnemingen 
over het paard medegedeeld. Katalasecijfer en sediment van de 
melk waren belangrijk verhoogd. De gei'soleerde stam van Str. 
uberis splitste geen sorbiet en was serologisch positief. In lak-
moesmelk werd door dezen stam geen zuur gevormd. In beide 
gevallen was de groei van vorige veulens ook zeer slecht 
geweest. 
De in het tweede geval gei'soleerde stam van Str. uberis was 
de eenige stam van dit biochemische type (c), die een positieve 
serologische reactie vertoonde. Zooals uit tabel 9 reeds bleek, 
was de eenige bij het rund gei'soleerde stam van dit type sero-
logisch negatief. 
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HOOFDSTUK 4. 
STREPTOCOCCUS PYOGENES (Ca) EN (Ch). 
§ 1. Microscopisch onderzoek van het sediment. 
Bij het microscopische onderzoek van het sediment van 58 
monsters melk en uiersecreet, waarin bij het bacteriologische 
onderzoek Str. pyogenes (Ca) werd aangetoond, werden de 
streptococcen meestal in den vorm van fijne diplococcen of 
korte streptococcen waargenomen. Het kwam weinig voor, 
dat bij het microscopische onderzoek van het sediment in het 
geheel geen coccen konden worden gevonden. Slechts 4 maal 
werd het „typische streptococcenbeeld" waargenomen. Van 
een van deze gevallen waren eenige van de kolonien op paar-
denserum-agar bovendien eenigszins dradentrekkend, zoodat 
aanvankelijk verondersteld werd, dat o. a. Str. agalactiae was 
geisoleerd. Van deze cultuur, die een zeer heterogeen uiterlijk 
vertoonde, werden echter 4 kolonien — waaronder 2 draden-
trekkende — nader biochemisch en serologisch onderzocht. 
Daarbij bleek, dat alle geisoleerde stammen reinculturen van 
Str. pyogenes (Ca) waren. Ook in de andere 3 gevallen, waarin 
bij het microscopische onderzoek van het sediment typische 
streptococcen werden waargenomen, kon bij het biochemische 
en serologische onderzoek van verscheidene kolonien geen Str. 
agalactiae worden aangetoond. In alle 4 de gevallen moesten 
de microscopisch waargenomen streptococcen dus inderdaad 
als Str. pyogenes (Ca) beschouwd worden. 
§ 2. Kenmerken op paardenserum-agar. 
a. K o l o n i e v o r m e n . 
Bij Str. pyogenes (Ca) werden op paardenserum-agar 
3 kolonievormen waargenomen. Herhaaldelijk kwamen deze 
3 vormen op een cultuur uit het uiersecreet van een kwartier 
tegelijkertijd voor. Werden de verschillende kolonietypen nader 
biochemisch en serologisch onderzocht, dan waren zij op deze 
wijze verder niet van elkaar te onderscheiden. Op de 18 tot 
24 uur oude paardenserum-agar-culturen was het uiterlijk van 
de hier met a, p en 7 aangeduide kolonietypen als volgt: 
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a. Vlakke, vochtig glanzende, doorzichtige kolonien van 
Yl tot 1 mm in doorsnede. Alleen liggende kolonien hadden 
meestal een zuiver ronden omtrek en een gladden rand. Lagen 
de kolonien dicht bij elkaar dan vloeiden zij meestal in elkaar 
over, waarbij de scheidingslijn tusschen die kolonien volkomen 
verdween en onregelmatig gevormde plakaten ontstonden. 
Werden de culturen ouder, dan ontstonden in de kolonien, 
doch vooral in de conglomeraten van kolonien, vaak onregel-
matig gevormde, ondoorzichtig-witte vlekken, die geleidelijk 
overgingen in de nog doorzichtige randen van de kolonien. 
Op vochtige agar kwam het een enkele maal voor, dat alleen 
liggende kolonien op enkele dagen oude culturen langs de agar 
naar beneden gingen vloeien. 
P. Meest iets kleinere, eveneens vlakke, doch niet volkomen 
gladde en meestal fijn gegranuleerde kolonien. Deze kolonie-
vorm had geen of slechts weinig neiging om te vervloeien. 
Soms was reeds op de 18—24 uur oude culturen, doch meestal 
pas op de 2 dagen oude culturen, duidelijk een wal om de 
kolonien waar te nemen, terwijl de kern van de kolonien zich 
wat verhief en donkerder van kleur was. De kern maakte daar-
door vaak den indruk van een afzonderlijke kolonie in de 
kolonie. Het is mogelijk, dat het hier om hetzelfde kolonietype 
van „$tr. pyogenes" gaat, dat door DIERNHOFER (1930) bij 
zijn stam III E werd waargenomen. 
7. Kleine, gladde, bolle, ondoorzichtig-witte kolonien meest 
van ongeveer YA m m doorsnede. Soms konden deze kolonien 
pas na 2 dagen macroscopisch waargenomen worden. Indien 
dergelijke kolonien in bouillon werden overgeent, veroor-
zaakten zij daarin doorgaans een zeer „droog", kruimelig be-
zinksel. Ditzelfde nam DIERNHOFER (1930) bij zijn stam III D 
waar, zoodat daar waarschijnlijk ook hetzelfde kolonietype 
werd beschreven. 
Bij 18 van de 67 stammen kon met de entnaald een fijn 
draadje van de kolonie getrokken worden. Deze eigenschap 
werd voornamelijk bij den onder a genoemden kolonievorm 
waargenomen en nooit bij de Y-kolonien. De van de kolonien 
getrokken draadjes waren steeds zeer fijn. De substantie van 
de dradentrekkende kolonien maakte een visceusen indruk 
(als dunne stroop of motor-olie). „Typisch"-dradentrekkende 
stammen als bij Str. agalactiae (kleverig-elastisch) werden niet 
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waargenomen. Bij het microscopische onderzoek van de kolo-
nien kon meestal geen of slechts weinig streptococcenstructuur 
waargenomen worden. Alleen in de praeparaten van den 
vloeienden kolonievorm (a) werden herhaaldelijk mooie strep-
tococcen gevonden. 
b. H e r k e n n i n g op p a a r d e n s e r u m - a g ar. De 
onder a en p genoemde kolonievormen kwamen het meeste 
voor en zoowel ieder afzonderlijk als tezamen op een 
cultuur. De onder Y genoemde kolonievorm werd nooit 
zelfstandig waargenomen en kwam tegelijkertijd met een 
of beide andere kolonietypen voor. Dergelijke culturen waren 
soms zeer heterogeen van uiterlijk, zoodat dan aanvankelijk 
verondersteld werd, dat de culturen sterk verontreinigd 
waren. 
Bij de oudere onderzoekingen kwam de ontdekking, dat 
Str. pyogenes (Ca) aanwezig was, dan ook nagenoeg steeds als 
een verrassing. Daardoor waren de oorspronkelijke culturen 
dan meestal reeds verwijderd, zoodat slechts korte aanteeke-
ningen over het uiterlijk van de kolonien op deze culturen ter 
beschikking stonden. Daar bij het nadere onderzoek steeds 
bleek, dat de verschillende kolonietypen biochemisch en sero-
logisch volkomen identiek waren, werd meestal verder ook 
weinig aandacht aan het uiterlijk van de kolonien besteed. Dit 
werd anders toen bij een nadere studie bleek, dat de kolonie-
vormen van Str. pyogenes (Ca) voor een snelle diagnose van 
belang konden zijn. De beschrijving van de kolonievormen is 
dan ook op deze nadere studie gebaseerd. 
Mede door de dradentrekkende eigenschappen van sommige 
stammen was vaak nog verwarring van de typen a en p met 
den gladden kolonievorm van Str. agalactiae mogelijk. In melk 
bleken bovendien een enkele maal Gram-negatieve bacte-
rien voor te komen, waarvan de kolonievorm niet van het 
a-type te onderscheiden was. Een microscopisch onderzoek 
van de kolonien was dus steeds gewenscht. 
Hoewel de onderzoekingen over de kolonievormen van 
Str. pyogenes (Ca) niet op alle gei'soleerde stammen betrekking 
hebben, kan toch de gevolgtrekking gemaakt worden, dat 
Str. pyogenes (Ca) althans in veel gevallen reeds op de serum-
agar-culturen herkend kan worden. De culturen dienen 
daartoe tot 2 dagen bij 37° C. bewaard te worden. Bij de aan-
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wezigheid van Str. pyogenes (Ca) valt dan meestal reeds bij 
macroscopische beoordeeling het heterogene uiterlijk van de 
culturen op. Bij beoordeeling met de loupe kunnen op deze 
culturen de typische kolonievormen herkend worden. Vooral 
het voorkomen van meerdere kolonietypen op dezelfde buis 
is kenmerkend. 
Gedurende het laatste jaar van de onderzoekingen werden 
de meeste stammen van Str. pyogenes (Ca) reeds op de 18 tot 
48 uur oude culturen herkend. Slechts enkele Gram-negatieve 
bacterien werden, voordat de uitslag van het microscopische 
onderzoek bekend was, aanvankelijk eveneens voor Str. pyo-
genes (Ca) aangezien. 
§ 3. Macroscopische en microscopische beoordeeling 
van de bouilloncultuur. 
Meestal waren de bouillonculturen van Str. pyogenes (Ca) 
helder, met een kruimelig bodembezinksel. Bij het onderzoek 
van 30 stammen waren er 26, die de bouillon helder lieten en 
wel 18 maal met een kruimelig bodembezinksel, 3 maal met een 
vlokkig bodembezinksel en 5 maal met een bodembezinksel, dat 
door omzwenken diffuus te verdeelen was. Van de 4 stammen, 
die een troebeling in de bouillon veroorzaakten, vormden er 2 
een kruimelig bodembezinksel, terwijl de andere 2 slechts weinig 
diffuus te verdeelen bodembezinksel vormden. 
In serumbouillon bleken veel helder-groeiende stammen een 
troebeling te veroorzaken. 
Bij het microscopische onderzoek van de bouilloncultuur 
werden de streptococcen door den kruimeligen groei van de 
meeste stammen vaak als kluwens waargenomen. In de kern 
van deze kluwens was het soms moeilijk de streptococcen-
structuur te herkennen, zoodat alleen aan den rand van de 
kluwens en bij enkele alleen liggende slingertjes gemakkelijk 
vastgesteld kon worden, dat inderdaad streptococcen geiso-
leerd waren. Het microscopische onderzoek van de overige 
typen van bouillonculturen gaf meestal duidelijke strepto-
coccen te zien. De streptococcenketens varieerden van kort 
tot tamelijk lang. De afzonderlijke coccen waren soms afge-
plat. De grootte van de coccen varieerde van middelmatig tot 
normaal. 
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§ 4. Biochemische eigenschappen, serologisch onder-
zoek. 
In totaal werden 67 stammen van Str. pyogenes (Ca) nader 
biochemisch en serologisch onderzocht. 
Deze stammen werden gelsoleerd uit 58 monsters melk, afkomstig van 
26 gevallen van mastitis door Str. pyogenes (Ca). Van verschillende ge-
vallen werden namelijk herhaaldelijk kwartiermonsters onderzocht, terwijl 
van verscheidene culturen de daarop voorkomende verschillende kolonietypen 
verder afzonderlijk onderzocht werden. In een aantal gevallen werden 
bovendien nog verschillende kolonien onderzocht door middel van het sero-
logische onderzoek en op het gedrag in aesculine-hippuraatbouillon, bloed-
agar en lakmoesmelk. Dergelijke onvolledige onderzoekingen zijn echter 
niet bij de bovengenoemde 67 stammen inbegrepen. 
Een aantal stammen werd gelsoleerd en onderzocht, voordat het sero-
logische onderzoek was ingevoerd. Daar eenige van deze stammen niet 
werden aangehouden en enkele andere, voordat zij serologisch onderzocht 
konden worden, verloren gingen, zijn bij de 67 nader onderzochte stammen 
6 stammen inbegrepen, waarvan geen serologisch onderzoek werd verricht 
en die bovendien niet onderzocht werden op zuurvorming uit inuline, 
amygdaline en arbutine. Bij de overige stammen omvatte het onderzoek 
alle reeds bij de vorige streptococcensoorten genoemde reacties. 
Aesculine werd slechts door een gedeelte der onderzochte 
stammen gehydrolyseerd. 
De meeste stammen van Str. pyogenes (Ca) hydrolyseerden 
geen natrium-hippuraat. Op het totaal van 67 onderzochte 
stammen kwamen echter 10 stammen voor, waarbij na 
10 dagen een meest zwakke, doch in enkele gevallen krachtige 
hippuraatsplitsing werd aangetoond. In deze laatste gevallen 
was de hydrolyse ook na 5 dagen reeds aan te toonen. 
In een recente publicatie wees reeds SEELEMANN (1941-a) er 
op, dat natrium-hippuraat soms zwak door Str. pyogenes (Ca) 
gehydrolyseerd wordt. Daar SEELEMANN hippuraatbouillon vol-
gens AYERS en RUPP gebruikte, mogen de waargenomen afwij-
kingen dus niet aan de gewijzigde samenstelling van de hippu-
raatbouillon geweten worden. Bij de beoordeeling na 3 dagen 
werd slechts een enkele maal een zwakke reactie met het ferri-
chloride-reagens waargenomen, die gemakkelijk van de meestal 
krachtige reactie van Str. agalactiae na 3 dagen kon worden 
onderscheiden. 
Alle stammen veroorzaakten een buitengewoon sterke hae-
molyse in bloedagar. 
Lakmoesmelk werd door de meeste stammen in 2 tot 4 dagen 
duidelijk rood gekleurd. Bij 15 stammen kon echter na 5 dagen 
nog geen roodkleuring worden waargenomen. Reductie van 
de lakmoes kwam niet voor. Geen enkele stam was in staat de 
melk tot stremming te brengen. 
Katalase was niet aanwezig. 
Saccharose en sorbiet werden steeds gesplitst. Raffinose, 
manniet, trehalose, inuline en amygdaline werden niet aan-
getast. De meeste stammen vormden zuur uit salicine en 
arbutine. 
Bij het serologische onderzoek werden geen afwijkingen 
waargenomen. Alle stammen gaven een positieve praecipitatie-
reactie volgens LANCEFIELD met een serum voor groep C, dat 
bereid was met een van de bovenomschreven stammen. Met 
andere sera gaven de extracten van Str. pyogenes (Ca) geen 
praecipitatiereactie. 
§ 5. Variabil i teit . Ondergroepeering op grond van 
de biochemische eigenschappen. (Groepen Ca 
en Ch.) 
Bij de onderzoekingen bleek, dat de stammen, die geisoleerd 
werden van een cultuur, uit het uiersecreet van verschillende 
kwartieren van een rund of uit de op verschillende data ge-
nomen monsters uiersecreet van hetzelfde rund, nagenoeg 
identiek waren. De roodkleuring van lakmoesmelk en de 
hydrolyse van aesculine konden varieeren. 
Om nu eenigszins een indruk te geven van het voorkomen 
van de verschillende biochemische variaties, is in tabel 10 van 
elk geval slechts een stam aangegeven. Zooals uit deze tabel 
blijkt, was Str. pyogenes (Ca) zeer constant in de biochemische 
reacties (in de tabel type Ca 1). Slechts in een geval werden 
op verschillende data 4 stammen geisoleerd, die geen salicine 
en arbutine aantastten (in de tabel type Ca 2). 
Het is merkwaardig, dat het hier een voor Str. pyogenes 
(Ca) uitzonderlijk goedaardig geval van mastitis betrof. 
Bovendien worden in groep C op grond van kleine verschillen 
in de biochemische eigenschappen geheel verschillende strepto-
coccensoorten onderscheiden, namelijk Ca, Ch enCe ( = Str. 
equi). Het is daarom zeer goed mogelijk, dat het bijzonder 
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TABEL 10 
TYPE 
Ca 
1 
2 
Ch 
ZUURVORMING UIT 
W 
CO 
O 
•J 
< 
W 
1* 
H 
_ 
— 
+ 
W 
5 
otf 
o CO 
+ 
+ 
— 
J 
< 
CO 
+ 
— 
+ 
C3 
X 
< 
4-
— 
+ 
Totaal 
AANTAL 
STAMMEN 
(GEVALLEN) 
25 
1 
1 
27 
goedaardige verloop van de mastitis door het type Ca 2 niet aan 
toeval geweten mag worden. 
Zooals verder uit de tabel blijkt, werd slechts eenmaal op 
de 27 gevallen een stam van Str. pyogenes (Ch) gevonden. 
Deze stam werd uit volkomen normale melk geisoleerd en kon 
bij een herhaald onderzoek niet opnieuw worden aangetoond. 
Ook op de cultuur, waarvan deze stam geisoleerd werd, was 
naast verschillende andere koloniesoorten slechts een enkele 
streptococcenkolonie aanwezig. Het betrof hier een rund, dat 
hersteld was van een mastitis door een andere streptococcen-
soort en waarvan de melk ter controle op de totale genezing 
was ingezonden. De omstandigheden, waaronder deze stam 
geisoleerd werd, doen dus ernstige twijfel rijzen of het hier 
een latente inf ectie van den uier dan wel een toevallige veront-
reiniging van de melk van buiten af betrof. Vast staat, dat 
niet aangetoond kon worden, dat de uit melk geisoleerde stam 
van Str. pyogenes (Ch) in eenig verband stond met een waar-
genomen mastitis. 
Ook SEELEMANN en HADENFELDT (1934) isoleerden eenmaal 
onder dergelijke omstandigheden een stam van „Str. pyogenes" 
en spraken het vermoeden uit, dat deze stam door een veront-
reiniging van buiten af in de melk gekomen zou zijn. De stam 
was biochemisch eveneens van het „humane" type. Een sero-
logisch onderzoek werd niet verricht, zoodat niet kan worden 
uitgemaakt of de stam ook tot groep C behoorde. 
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Zooals reeds in hoofdstuk 2 van deze afdeeling werd mede-
gedeeld, zond PLASTRIDGE onder de benaming
 y,Str. pseudo-
agalactiae" een specimen van Str. pyogenes (Ch). Deze stam, 
„Shirley", werd bij een geval van mastitis bij het rund geiso-
leerd. Hieruit zou dus volgen, dat dit type toch inderdaad wel 
bij de uierontsteking van het rund kan voorkomen. 
§ 6. PatHogeniteit voor muizen. 
In het beginstadium der onderzoekingen, toen het serolo-
gische onderzoek nog niet werd toegepast, werd de identiteit 
van een dental op grond van het biochemische onderzoek als 
Str. pyogenes (Ca) gediagnostiseerde stammen nogmaals ge-
controleerd door middel van de muizenproef. 
Bij subcutane enting van 0,1 ccm bouilloncultuur stierven 
alle muizen binnen 3 dagen. De ingespoten streptococcen 
konden weer uit de organen van de gestorven proefdieren 
gei'soleerd worden. Ook een van de geisoleerde stammen van 
het type Ca 2 werd later op dezelfde wijze bij een muis geent, 
met hetzelfde resultaat, zoodat althans op deze wijze geen 
verschil in pathogeniteit met het type Ca 1 kon worden aan-
getoond. 
§ 7. De door Str. pyogenes (Ca) bij het r u n d veroor-
zaakte mastitis. 
Hoe wel DIERNHOFER (1930), SEELEMANN en HADENFELDT 
(1930-a en b) en STABLEFORTH (1939) de mastitis door „Str. 
pyogenes" als ernstig acuut beschreven, wezen LOURENS en 
VAN DER SCHEER (1941) er reeds op, dat het acute beginstadium 
van de mastitis herhaaldelijk achterwege kan blijven. Sinds de 
laatstgenoemde publicatie, waarin het verloop van het lijden 
bij 7 runderen werd besproken, werden nog mededeelingen 
ontvangen over 7 nieuwe gevallen van uierontsteking door 
Str. pyogenes (Ca). Hoewel de ontvangen inlichtingen in 
enkele gevallen verre van volledig waren, kwamen daaruit 
toch enkele nieuwe gezichtspunten naar voren, die in de hier 
volgende samenvatting verwerkt zijn. 
Bij de door Str. pyogenes (Ca) veroorzaakte uierontsteking 
werd slechts in ruim de helft der gevallen een acuut begin-
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stadium waargenomen. Zoowel in deze als ook in de overige 
gevallen was het verdere verloop van de mastitis subacuut of 
chronisch. In de acute gevallen liep de melkgift plotseling sterk 
terug en waren de aangetaste kwartieren gezwollen. De dieren 
waren dan meestal ernstig ziek en hadden koorts. De eetlust 
was matig tot slecht en de tarsaal- en kootgewrichten aan de 
zijde van de aangetaste kwartieren waren gezwollen. De alge-
meene ziekteverschijnselen verdwenen spoedig na den acuten 
aanval, doch ook daarna liet de uieraandoening zich in de 
meeste gevallen ernstig aanzien en trad binnen enkele weken 
een sterke vermagering op. 
Bij de meer chronisch verloopende gevallen werd eveneens 
vaak opgemerkt, dat de dieren vermagerden. Uit de gedurende 
het laatste jaar ontvangen inlichtingen bleek echter, dat dit 
verschijnsel herhaaldelijk niet optrad. In enkele gevallen, die 
wat langer vervolgd konden worden en waarbij aanvankelijk 
vermagering was waargenomen, verbeterde de voedingstoestand 
later zelfs zoodanig, dat het dier als slachtrijp verkocht kon 
worden. 
Bij palpatie van den uier bleken in de aangetaste kwartieren 
meestal knobbels aanwezig te zijn, waardoor bij de meer 
chronisch verloopende gevallen vaak aan tuberculose ge-
dacht werd. 
De melk uit de aangetaste kwartieren was, uitgezonderd in 
het acute stadium, macroscopisch meestal weinig afwijkend, 
doch bevatte veel sediment. De aangetaste kwartieren waren 
meestal voor de melkproductie verloren. Keerde de melkgift 
gedeeltelijk terug, dan was dit meestal tijdelijk en verdroogden 
de aangetaste kwartieren geleidelijk aan geheel. In eenige ge-
vallen werd echter mededeeling ontvangen, dat de melkgift 
weliswaar minder bleef dan uit de gezonde kwartieren, doch 
ook op den duur niet verminderde. Hoewel enkele van deze 
gevallen meer dan een half jaar vervolgd werden, kon geen 
enkele maal een totale genezing geconstateerd worden. Steeds 
kon nog Str. pyogenes (Ca) aangetoond worden en bleef het 
sediment een weinig verhoogd. 
Van de 14 hier besproken gevallen van mastitis door Str. 
pyogenes (Ca) waren er slechts 4 afkomstig van denzelfden 
stal. Deze 4 gevallen traden nagenoeg gelijktijdig op. Een 
verdere uitbreiding van de infectie werd in dezen stal van 
101 
absces in de anaalstreek van een paard), staat de stam uit het 
uiersecreet van een rund, die salicine noch arbutine splitste. 
Zelfs de verschillende kolonievormen der uit rundermelk 
geisoleerde stammen werden bij de hier besproken stammen 
teruggevonden. 
De als Ch, ondertype 1, gekwalificeerde stammen kwamen 
in biochemische eigenschappen overeen met de uit rundermelk 
geisoleerde Ch-stam. De als Ch, ondertype 2, gekwalificeerde 
stam was in biochemisch opzicht identiek met de van 
PLASTRIDGE ontvangen Ch-stam uit rundermelk „Shirley". 
De conclusie is dus, dat de bij de mastitis van het rund 
geisoleerde haemolytische streptococcen van groep C over het 
geheel genomen volkomen identiek waren met de uit ander 
materiaal geisoleerde stammen. 
Tenslotte blijkt uit de tabel, dat de Ca-stammen nagenoeg 
alle uit van paarden afkomstig materiaal geisoleerd werden, 
doch dat de Ch-stammen voor het meerendeel uit materiaal van 
andere diersoorten afkomstig waren. De mogelijkheid bestaat 
dus, dat het paard als de bron van infectie voor de door Sir. 
pyogenes (Ca) bij het rund veroorzaakte mastitis beschouwd 
moet worden. 
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HOOFDSTUK 5. 
ANDERE IN MELK VOORKOMENDE 
STREPTOCOCCENSOORTEN. 
§ 1. Streptococcus pyogenes (A). 
In verband met de mededeelingen in de literatuur, dat Str. 
pyogenes (A) in sporadische gevallen bij uierontsteking van 
het rund zou kunnen voorkomen, werd het wenschelijk geacht 
serum voor groep A in voorraad te hebben. Mocht dan een 
verdachte streptococ gevonden worden, dan zou met behulp 
van het serologische onderzoek uitgemaakt kunnen worden 
of deze inderdaad tot de groep van humane streptococcen 
behoorde. 
D R . L. E. DEN DOOREN DE JONG, bacterioloog aan de gemeente-
ziekenhuizen te Rotterdam, was zoo welwillend een viertal 
haemolytische streptococcen van menschelijken oorsprong voor 
dit doel af te staan. Het biochemische onderzoek van deze 
stammen leverde de volgende resultaten op. Drie stammen 
groeiden helder in bouillon onder de vorming van een kruimelig 
bodembezinksel. De vierde stam veroorzaakte een troebeling 
in de bouillon. Alle vier stammen groeiden troebel in serum-
bouillon. Drie stammen vormden zuur in lakmoesmelk zonder 
reductie of stremming. Een van de helder in bouillon groeiende 
stammen liet de lakmoesmelk blauw. Geen der stammen hydro-
lyseerde aesculine of natrium-hippuraat. Saccharose, salicine 
en trehalose werden door alle stammen gesplitst, evenals arbu-
tine, waaruit echter door twee stammen na 10 dagen slechts 
een zeer geringe hoeveelheid zuur gevormd was. Raffinose, 
sorbiet, inuline en amygdaline werden niet aangetast. Manniet 
werd alleen gesplitst door den stam, die geen verandering in 
lakmoesmelk teweegbracht. 
Op grond van het gedrag in aesculine-hippuraat-bouillon en 
ten opzichte van sorbiet en trehalose (P. R. EDWARDS 1932, 
1933 en 1935), mede in aanmerking genomen den oorsprong 
van de stammen, konden deze dus inderdaad als zuivere voor-
beelden van streptococcen van groep A beschouwd worden 
(Str. pyogenes (A) ) . 
De manniet-splitsende stam (H 1550) en de bouillon-troe-
belende stam (H 6565) werden wegens den goeden groei ge-
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kozen voor de bereiding van een serum voor groep A. Alleen 
het konijn, dat met den stam H 1550 gespoten werd gaf een 
goed bruikbaar serum, dat met alle 4 de proefstammen een 
praecipitatiereactie gaf. Dit serum werd aangehouden en onder 
andere bij het serologische onderzoek van een aantal stammen 
van Str. agalactiae, Str. dysgalactiac > Str. pyogenes (Ca) en 
Str. eqtii (Ce) en bij enkele stammen van Str. pyogenes (Cb) 
gebruikt, steeds met negatief resultaat. 
Nadat gedurende de eerste jaren behalve de in hoofdstuk 4 
besproken stam van Str. pyogenes (Cb) uit rundermelk geen 
stammen geisoleerd werden, die eenige verwantschap met de 
groep van humane streptococcen vertoonden, werd in het 
voorjaar van 1940 uit het uiersecreet van een rund een stam 
geisoleerd, die in biochemisch opzicht eenige verwantschap 
met Str. pyogenes (A) vertoonde, doch bovenal een zwakke 
praecipitatiereactie met het voor groep A bereide serum gaf. 
Uit het onderzoek van de onmiddellijk aangevraagde kwar-
tiermonsters van hetzelfde rund bleek, dat deze streptococcen 
inderdaad door 2 kwartieren werden uitgescheiden. De belang-
rijkste biochemische eigenschappen van de 3 gei'soleerde stam-
men en de eigenschappen waarin deze van Str. pyogenes (A) 
verschilden,zijn in tabel 12 onder die van de ontvangen proef-
stammen weergegeven. Uit deze tabel is te zien, dat de bio-
chemische eigenschappen van de uit uiersecreet gei'soleerde 
stammen in verschillende opzichten afwijkingen vertoonden. 
De zuurvorming uit salicine en manniet is van weinig belang 
voor de vraag of de stammen verwant waren aan de humane 
stammen. De zwakke hydrolyse van natriumhippuraat door 
de stammen uit uiersecreet is echter van meer belang, daar 
Str. pyogenes (A) in de literatuur steeds als negatief voor deze 
reactie beschreven wordt. Daar staat tegenover, dat ook Str. 
pyogenes (Ca) uitgezonderd in een recente publicatie van 
SEELEMANN (1941), steeds als negatief voor natrium-hippuraat 
beschreven werd, doch dat bij de in hoofdstuk 4 beschreven 
onderzoekingen bleek, dat een aantal stammen natrium-
hippuraat wel degelijk zwak kan hydrolyseeren. 
Een ander belangrijk punt is de haemolyse. Bij de in het 
Tweede Deel beschreven methodiek veroorzaakten de 3 uit 
uiersecreet geisoleerde stammen een flinke haemolytische zone, 
die echter minder scherp begrensd was dan bij de humane 
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TABEL 12 
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stammen. Bovendien werd bij een stam een geringe verkleuring 
om den steek in bloedagar waargenomen, zoodat betwijfeld 
werd of hier wel sprake was van een zuivere beta-haemolyse. 
Samenvattend kan dus gezegd worden, dat de bovine stam-
men voor het grootste gedeelte dezelfde biochemische reacties 
vertoonden als de humane stammen, doch dat bij de hydrolyse 
van natrium-hippuraat en bij de haemolyse afwijkingen wer-
den waargenomen. 
Het werd daarom van belang geacht door middel van 
absorptieproeven na te gaan in hoeverre de bij de praecipitatie-
proeven gebleken verwantschap nader bevestigd kon worden. 
Bij orienteerende proefnemingen bleek, dat de gebruikelijke 
absorptie van 0,4 ccm serum met het sediment van 60 ccm 
bouilloncultuur niet voldoende was. Pas bij de absorptie van 
0,4 ccm serum met het sediment van 100 ccm bouilloncultuur 
van den autologen stam werden de praecipitinen volledig uit het 
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serum voor groep A weggenomen. Bij de absorptieproeven met 
de stammen X 318 en X 337 werd daarom deze laatste ver-
houding toegepast. De resultaten van het onderzoek zijn in 
tabel 13 weergegeven. Daaruit blijkt, dat het serum voor 
groep A slechts in zeer geringe mate door de uit uiersecreet 
gei'soleerde stammen werd geabsorbeerd. Werd met het sedi-
ment van de dubbele hoeveelheid bouilloncultuur van de stam-
men X 318 en X 337 geabsorbeerd dan bleef de praecipitatie-
reactie met het extract van den autologen stam positief. 
TABEL 13 
ABSORPTIE VAN SERUM VOOR GROEP A 
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Deze resultaten leidden tot de gevolgtrekking, dat de uit 
het uiersecreet van een rund gei'soleerde stammen niet tot de 
serologische groep A volgens LANCEFIELD gerekend mochten 
worden. 
Tenslotte dient nog op de overeenkomst van de resultaten 
van deze absorptieproeven met dergelijke proeven bij serum 
voor groep B (hoofdstuk 1, § 5) te worden gewezen. 
§ 2. Melkzmirstreptococcen. 
Alle gei'soleerde streptococcenstammen, die in lakmoesmelk 
een krachtige stremming en volledige reductie van de lakmoes 
veroorzaakten, werden als melkzuurstreptococcen gekwalifi-
ceerd. Het meest typische beeld was een krachtige zuurstrem-
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ming binnen 24 uur onder volkomen ontkleuring van de lak-
moes, uitgezonderd in den rooden kraag van enkele millimeters 
aan het boveneinde. Soms was de melk evenwel pas na 2 of 
3 dagen gestremd. De reductie was dan reeds voor dien tijd 
waar te nemen, doch het eindresultaat was hetzelfde. 
Slechts een enkele maal wordt in de meer recente literatuur 
melding gemaakt van het voorkomen van vertegenwoordigers 
van deze groep als saprophytische uierbewoners of als veroor-
zakers van een incidenteele uieronsteking (DIERNHOFER, 
1932-b; SEELEMANN en NOTTBOHM, 1940). Bij het laborato-
riumonderzoek van monsters, die niet onder steriele voorzorgen 
zijn gewonnen, is natuurlijk niet uit te maken of de melkzuur-
streptococcen eventueel reeds in den uier in de melk aanwezig 
waren. Het is geoorloofd deze streptococcen dan steeds als 
verontreiniging te beschouwen. Daar voor een differentiatie 
van de voorkomende soorten en typen van melkzuurstrepto-
coccen de invoering van geheel andere methoden van onder-
zoek (vervloeii'ng van gelatine, groei bij een keukenzoutcon-
centratie van 6,5 %, bij pn 996y op bloedagar met 10 en 40 % 
gal en bij 10, 37 en 45° C. en resistentie tegen verhitting) 
noodig zou zijn geweest en deze methoden voor het differen-
tieeren van mastitisstreptococcen van geen of ondergeschikt 
belang waren, werd van de differentiatie van melkzuurstrepto-
coccen afgezien. Het werd dus in het midden gelaten of Str. 
lactis (groep L), enterococcen (groep D: Str. faecium, Str. 
glycerinacens, Str. liquefaciens, Str. zymogenes, Str. durans) 
of mogelijk nog andere melkzuurstreptococcen waren geiso-
leerd. 
Daar geen der geisoleerde melkzuurstreptococcen draden-
trekkend was, werden alle stammen behalve in lakmoesmelk 
ook op de hydrolyse van aesculine en natrium-hippuraat onder-
zocht, terwijl meestal een onderzoek werd ingesteld naar de 
haemolyse. Bij de latere onderzoekingen werd bovendien steeds 
het serologische onderzoek toegepast. Ongeveer 60 stammen 
werden volledig biochemisch onderzocht. Daar de onderzochte 
monsters melk en uiersecreet gewoonlijk direct uit den uier 
genomen waren en dus niet met melkgereedschap in aanraking 
waren geweest, mag zooals SEELEMANN (1941-a) opmerkte 
aangenomen worden, dat het meerendeel der onderzochte 
stammen uit enterococcen (faecale verontreiniging) en slechts 
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een klein gedeelte uit stammen van Str. lactis bestond. De 
resultaten van de onderzoekingen kunnen als volgt worden 
samengevat: 
Aesculine werd door verreweg de meeste stammen gesplitst. 
Zij veroorzaakten meestal geen of slechts een zwakke hydrolyse 
van natrium-hippuraat, enkele stammen daarentegen gaven 
een krachtige hydrolyse. Haemolyse werd niet waargenomen 
(steek in bloedagar). Trehalose, salicine en arbutine werden 
nagenoeg steeds, manniet meestal, saccharose en amygdaline 
door ongeveer de helft der stammen en raffinose, sorbiet en 
inuline slechts door enkele stammen gesplitst. 
De meest uiteenloopende combinaties van eigenschappen 
bleken voor te komen. Het belangrijkste resultaat van deze 
onderzoekingen is wel, dat enkele stammen alleen wat betreft 
het gedrag in lakmoesmelk van Str. uberis onderscheiden 
konden worden. Deze stammen waren weliswaar negatief met 
het serum voor Str. uberis, doch in hoofdstuk 3, §6 bleek reeds, 
dat het negatief uitvallen van de serologische reactie met het 
groep-specifieke serum voor Str. uberis geen conclusies in 
negatieven zin veroorlooft. Daar tevens in § 7 van hetzelfde 
hoofdstuk bleek, dat stammen, die in biochemisch opzicht aan 
de in de literatuur gegeven eigenschappen voor melkzuur-
streptococcen beantwoordden, een positieve praecipitatiereactie 
met het groep-specifieke serum voor Str. uberis gaven, leek het 
gewenscht te trachten een groep-specif iek serum voor de melk-
zuurstreptococcen te bereiden. Daarbij werd overwogen, dat 
op deze wijze mogelijk een aanwijzing verkregen zou kunnen 
worden of met behulp van het serologische onderzoek het 
onderscheid tusschen Str. lactis en enterococcen bevestigd zou 
kunnen worden. Deze laatste doelstelling is inmiddels door de 
onderzoekingen van SEELEMANN en NOTTBOHM (1940) achter-
haald. Daar dit onderwerp buiten het bestek van deze studie 
valt, zal daarop niet verder worden ingegaan. 
Voor de bereiding van de praecipiteerende sera werden 
2 stammen gebruikt. De eene stam werd gei'soleerd uit een 
reeds geruimen tijd op het laboratorium gekweekt zuursel 
(technische reincultuur). Deze stam (M lab.) splitste aes-
culine. De andere serumstam werd uit een ter onderzoek ont-
vangen monster melk gei'soleerd en splitste geen aesculine 
(M 1367). Verder waren de reacties van beide stammen gelijk. 
no 
Lakmoesmelk werd binnen 24 uur door zuurvorming krachtig 
gestremd, waarbij volledige reductie van de lakmoes optrad. 
Natrium-hippuraat werd niet gehydrolyseerd. Geen haemolyse. 
Trehalose, salicine en arbutine werden wel, saccharose, raffi-
nose, inuline, manniet, sorbiet en amygdaline werden niet aan-
getast. Deze combinatie van eigenschappen typeert de ge-
bruikte stammen voldoende als melkzuurstreptococcen. 
TABEL 14 
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Van beide stammen werd een zwak, doch bruikbaar serum 
verkregen. Beide sera gaven met het extract van den homologen 
stam een goede praecipitatiereactie. Serum M lab. gaf evenwel 
geen praecipitatie met het extract van M 1367, evenmin als 
serum M 1367 met het extract van M lab. Deze sera werden 
ill 
verder steeds bij het onderzoek van melkzuurstreptococcen en 
Str. nberis gebruikt. In hoofdstuk 3, § 5 d werd reeds vermeld, 
dat deze M-sera zoowel met serologisch positieve als serolo-
gisch negatieve stammen van de biochemische soort Str. uberh 
steeds een negatieve praecipitatiereactie gaven. Ongeveer de 
helf t van de melkzuurstreptococcen gaf nu een positieve prae-
cipitatiereactie met een van de beide M-sera. In tabel 14 zijn 
uitsluiterid de serologisch positieve stammen met eenige bio-
chemische eigenschappen weergegeven. Het gedrag in lakmoes-
melk werd reeds beschreven. Alle in de tabel vermelde stammen 
splitsten salicine, doch geen raffinose of sorbiet. Uit de tabel 
blijkt, dat het in regel 1 genoemde biochemische type (afge-
zien van het gedrag in lakmoesmelk) volledig overeenkomt 
met het biochemische type d van Str. nberis (zie tabel 9, 
hoofdstuk 3, § 6). Bovendien zijn de in regel 2 vermelde stam-
men biochemisch niet te onderscheiden van de in hoofdstuk 3, 
§ 7 genoemde uberis-achtige stammen, die een positieve prae-
cipitatiereactie gaven met het groep-specifieke uberis-serum. 
Bij de bovengenoemde onderzoekingen werd dus in het 
midden gelaten of sera voor Str. lactis of voor enterococcen 
bereid werden en of de verkregen sera groep-specifiek dan wel 
type-specifiek waren. Desalniettemin werd aangetoond, dat 
stammen, die in biochemisch opzicht verwantschap met Str. 
nberis vertoonden, serologisch verwant waren aan melkzuur-
streptococcen, evenzeer als reeds in hoofdstuk 3, § 7 bleek, 
dat enkele in biochemisch opzicht op melkzuurstreptococcen 
gelijkende stammen serologisch verwant waren aan Str. nberis. 
Een scherpe grens tusschen Str. nberis en meer op melkzuur-
streptococcen gelijkende stammen was dus met behulp van de 
toegepaste methoden van onderzoek niet te trekken. Voor-
zoover dit met behulp van het serologische onderzoek nagegaan 
kon worden, was het gedrag van de streptococcen in lakmoes-
melk nog het meest betrouwbare kenmerk bij de biochemische 
differentiatie van Str. nberis en melkzuurstreptococcen. 
§ 3. Andere streptococcensoorten. 
Een vijftal streptococcenstammen kon tot de soort Str. 
acidominimns gerekend worden. Een dezer stammen splitste 
aesculine, drie andere stammen veroorzaakten een zwakke 
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hydrolyse van natrium-hippuraat en de vijfde stam vormde 
een weinig zuur uit saccharose. Alle stammen gaven bij de 
overige onderzoekingen een negatief resultaat. 
Vier andere stammen vertoonden verwantschap met Str. 
bovis. 7A] veroorzaakten zuurvorming en stremming in lak-
moesmelk zonder reductie, doch waren door de hydrolyse van 
aesculine of door de zuurvorming uit raffinose van Str. aga-
lactiae en Str. dysgalactiae te onderscheiden. Indien als def initie 
voor Str. bovis wordt aangenomen, dat aesculine en raffinose 
worden gesplitst, doch dat geen natrium-hippuraat wordt 
gehydrolyseerd, mogen geen van deze stammen als zuivere 
voorbeelden van Str. bovis worden beschouwd. Twee stam-
men veroorzaakten hydrolyse van natrium-hippuraat, terwijl 
een van deze twee stammen bovendien geen raffinose aan-
tastte. De derde stam veroorzaakte geen hydrolyse van aes-
culine. De vierde stam splitste geen raffinose. 
Vier streptococcenstammen vormden zuur in lakmoesmelk 
zonder deze tot stremming te brengen en konden tot de door 
BELENKY (1930) voorgestelde soort Str. viridans bovis gere-
kend worden. Twee van deze stammen vertoonden eenige 
biochemische verwantschap met Str. dysgalactiae, doch onder-
scheidden zich daarvan door aesculinesplitsing en een uiterst 
zwakke aantasting van manniet. De derde en vierde stam ver-
toonden geen verwantschap met de mastitisstreptococcen. De 
vierde stam onderscheidde zich slechts door het gedrag in lak-
moesmelk van Str. bovis. 
Alle in deze paragraaf besproken streptococcen waren bij 
het serologische onderzoek negatief met alle beschikbare sera. 
Geen enkele stam veroorzaakte haemolyse. De streptococcen 
konden steeds op grond van de zuurvorming uit raffinose en 
veelal ook uit inuline of op grond van de combinatie van 
eigenschappen in aesculine-hippuraat-bouillon en lakmoesmelk 
van de mastitisstreptococcen onderscheiden worden. 
Zooals reeds uit het aantal onderzochte stammen blijkt, 
kwamen de in deze paragraaf besproken streptococcen in ver-
houding tot mastitisstreptococcen en melkzuurstreptococcen 
weinig in de onderzochte monsters voor. 
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HOOFDSTUK 6. 
WAARDEERING VAN DE VERSCHILLENDE 
METHODEN VAN ONDERZOEK. 
De gegevens over de belangrijkste streptococcensoorten, die 
een mastitis bij het rund kunnen veroorzaken, zijn samen-
gebracht in een verzameltabel (zie uitslagblad I achterin). 
In dit hoofdstuk zal in het kort worden besproken, hoe deze 
verschillende gegevens te waardeeren zijn voor het herkennen 
en onderscheiden van de streptococcensoorten, die bij het 
onderzoek van melk en uiersecreet plegen te worden gevonden. 
§ 1. Microscopisch onderzoek van het sediment. 
Zooals reeds uit de onderzoekingen van KLIMMER, HAUPT 
en ROOTS (1928), EHRLICH en BISCHOFF (1930), DE BOER en 
SIMONS (1930) en MINETT, STABLEFORTH en EDWARDS (1930) 
blijkt, zijn met behulp van het microscopische onderzoek van 
het sediment lang niet alle gevallen van streptococcenmastitis 
aan te toonen. Uit eigen waarneming van het sediment van 
ruim 1000 monsters melk en uiersecreet, waarin met behulp 
van het bacteriologische onderzoek mastitis-streptococcen 
konden worden aangetoond, bleek dat slechts in 36 % der 
monsters het typische streptococcenbeeld werd gevonden. Dit 
cijfer komt nagenoeg overeen met dat van KLIMMER, HAUPT 
en ROOTS (1928). De opvatting van ERNST (1909), dat om-
gekeerd het typische streptococcenbeeld bij het microscopische 
onderzoek van het sediment de aanwezigheid van mastitis-
streptococcen aantoont, wordt daarmede echter niet aangetast. 
In een recente publicatie gaat SEELEMANN (1941-a) echter 
nog verder en constateert, dat het typische streptococcenbeeld 
alleen bij Sir. agalactiae en niet bij de overige mastitisstrepto-
coccen wordt waargenomen. Zooals nu uit de gegevens in de 
verzameltabel blijkt, is deze uitspraak van SEELEMANN 
(jammer genoeg) niet juist. Indien bij microscopisch onder-
zoek van het sediment het typische streptococcenbeeld wordt 
waargenomen, zal in het meerendeel der gevallen inderdaad 
Str. agalactiae aanwezig zijn, doch dit mag niet als vaststaand 
aangenomen worden. 
Mede in aanmerking genomen het geringe percentage mon-
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sters, waarin met behulp van het microscopische onderzoek 
van het sediment mastitisstreptococcen konden worden aan-
getoond, bleek dit onderzoek voor de differentiatie van de 
verschillende soorten van mastitisstreptococcen dus van geen 
belang te zijn. In verband met het voorkomen van enkele 
monsters uiersecreet, waarin de streptococcen niet door middel 
van het bacteriologische onderzoek, doch wel met behulp van 
het microscopische onderzoek van het sediment konden worden 
gevonden, is het niettemin noodzakelijk althans monsters 
uiersecreet steeds microscopisch te onderzoeken. 
Is het van geen belang de mastitisstreptococcen te differen-
tieeren (zuivelbereiding!), dan kan door middel van het micro-
scopische onderzoek van het sediment slechts V3 der strepto-
cocceninfecties van den uier met zekerheid aangetoond worden. 
§ 2. De herkenning van de verschillende strepto-
coccensoorten op paardenserum-agar. 
Zooals bleek, is paardenserum-agar een uitstekenden voe-
dingsbodem en van groot belang voor een vroegtijdige her-
kenning van verscheidene streptococcensoorten. 
a. Str. agalactiae was op deze agar vaak direct te her-
kennen door de slijmigheid van de kolonien. Dat wil echter niet 
zeggen, dat alle stammen van deze streptococcensoort met 
dradentrekkende kolonien op grond van deze eigenschap als zoo-
danig te diagnostiseeren waren. Indien namelijk alle stammen 
niet dradentrekkende kolonien als Str. agalactiae beschouwd 
waren, zou een fout van bijna 1 % gemaakt zijn. Bij andere 
streptococcensoorten werden echter nooit krachtig slijmige 
stammen met een sterk samenhangende koloniemassa of met 
kleverig-elastische kolonien gevonden. Dergelijke sterk slijmige 
kolonien konden dus als typisch voor Str. agalactiae beschouwd 
Worden. Door hiervan gebruik te maken kon ongeveer 40 % 
der stammen op grond van de slijmigheid van de paardenserum-
^gar-kolonie met zekerheid herkend worden. Van de restee-
rende 60 % der stammen van Str. agalactiae was nog weer een 
groot gedeelte te herkennen op grond van den typischen 
kluwenachtigen kolonievorm volgens SEELEMANN (1928). Een 
niicroscopisch onderzoek van de kolonien is dan gewenscht. 
Alleen bij den „typischen" kolonievorm van Str. agalactiae en 
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bij den vloeienden kolonievorm van Str. pyogenes (Ca) werden 
in het microscopische praeparaat van de kolonie mooie strepto-
coccen waargenomen (zie fotopagina, 16 en 26). Daar de 
kluwenachtige kolonievorm bij Str. agalactiae gemakkelijk van 
den genoemden vorm van Str. pyogenes (Ca) te onderscheiden 
is (zie fotopagina, la en 2a), wordt door het microscopische 
onderzoek van het koloniemateriaal een definitieve diagnose 
van alle kluwenachtige kolonien van Str. agalactiae 
mogelijk. Daar geen korrelatie bleek te bestaan tusschen den 
kluwenvorm en de slijmigheid van de kolonien van deze 
streptococ, kon zoodoende ruim 60 % van de niet- of zwak-
slijmige stammen aan den typischen kolonievorm herkend 
worden. 
In totaal werd daardoor het aantal stammen van Str. aga-
lactiae, dat direct op paardenserum-agar herkend kon worden, 
tot ongeveer 75 % verhoogd. 
b. Str. dysgalactiae was op paardenserum-agar door 
de troebeling onder de kolonie eveneens te herkennen. Hoewel 
aanvankelijk verondersteld werd, dat dit kenmerk een vol-
komen zekerheid gaf bij de diagnose van Str. dysgalactiae 
(VAN DER SCHEER, 1940) bleek bij het voortgezette onderzoek, 
dat hiermede een geringe miswijzing (ruim 1 %) werd ver-
kregen. Daar stond echter tegenover, dat de troebeling onder 
de kolonie op 95 % der culturen van Str. dysgalactiae duide-
lijk waarneembaar was en dat Str. agalactiae nooit een troebe-
ling in de agar veroorzaakte. Bij gebruikmaking van dit ken-
merk is dus verwarring van deze beiden nagenoeg uitge-
sloten. Dit bleek van groot belang te zijn, daar, zooals uit de 
verzameltabel blijkt, geen enkel punt van verschU tusschen 
deze beide streptococcensoorten bij het biochemische onder-
zoek voor 100 % opgaat. 
Verder kon Str. dysgalactiae door de troebeling onder de 
kolonien zelfs nog op sterk verontreinigde culturen aange-
toond worden. Het feit, dat bij deze studie een zoo groot aantal 
gevallen van mastitis door Str. dysgalactiae werd waarge-
nomen, mag dan ook grootendeels daaraan toegeschreven 
worden, dat van dit nieuwe kenmerk gebruik gemaakt werd. 
c. Voor Str. uberis konden geen specifieke kenmerken 
op paardenserum-agar vastgesteld worden. Het kwam voor-
namelijk door de eigenschappen van een aantal stammen van 
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Str. uteris, dat de bovengenoemde kenmerken voor Str. aga-
lactiae en Str. dysgalactiae niet altijd tot een definitieve diag-
nose konden voeren. 
d. St r. pyogenes (C a) kon op de paardenserum-agar-
culturen in veel gevallen van de andere drie mastitisstrepto-
coccen onderscheiden worden. Vooral het voorkomen van ver-
schillende kolonietypen op de direct uit melk of uiersecreet 
aangelegde cultuur was kenmerkend voor deze soort. 
Bij het bestudeeren van de verschillende kolonievormen van Str. pyogenes 
(Ca) viel het op, dat indien een bepaald kolonietype rein gekweekt was, na 
eenige malen overenten herhaaldelijk weer verschillende kolonietypen op-
traden. Hetzelfde was reeds bij sommige sterk haemolytische stammen 
van Str. agalactiac opgemerkt. Uit de onderzoekingen van DIERNHOFER 
(1933), SEELEMANN en HADENFELDT (1933) en DAWSON, HOBBY en OLM-
STEAD (1938) blijkt, dat de bij streptococcen optredende variaties in kolonie-
vorm inderdaad in elkaar over te voeren zijn. 
Daar de besproken kolonievormen van Str. pyogenes (Ca) 
eerst het laatste jaar meer uitvoerig bestudeerd werden, kan het 
percentage stammen, dat op paardenserum-agar herkend kon 
worden, niet nauwkeurig aangegeven worden. Het staat echter 
wel vast, dat indien op het voorkomen van de verschillende 
kolonietypen gelet wordt, slechts weinig stammen van Str. 
pyogenes (Ca) op paardenserum-agar aan de aandacht zullen 
ontsnappen. 
§ 3. Macroscopische en microscopische beoordeeling 
van de bouillonculturen. 
Voor de differentiatie van de verschillende soorten van 
mastitisstreptococcen is de macroscopische beoordeeling van de 
bouilloncultuur van geen beteekenis. Dit is te meer het geval, 
daar de groeiwijze in bouillon in belangrijke mate te bein-
vloeden was door de samenstelling van dezen voedingsbodem 
(toevoeging van serum, aantastbaar koolhydraat, gebruikte 
vleeschsoort, enz.). 
Het microscopische onderzoek van de bouilloncultuur bleek 
van belang te zijn om na te kunnen gaan of inderdaad wel 
streptococcen aanwezig zijn. Bij het microscopische onder-
zoek van de agarkolonie was immers geconstateerd, dat de 
streptococcen daarbij lang niet altijd duidelijk als zoodanig 
herkend konden worden. Ook DIERNHOFER (1930) wees reeds 
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op dit verschijnsel. Bij alle streptococcensoorten, doch vooral 
bij Str. uberis konden echter de vorm en grootte van de coccen 
en ook de lengte van de ketens zoo sterk varieeren, dat het 
onderzoek van de bouilloncultuur voor de differentiatie van 
de mastitisstreptococcen geen beteekenis heeft. 
§ 4. Biochemisch onderzoek. 
Het onderzoek naar de h y d r o l y s e v a n a e s c u l i n e 
bleek evenals dat naar de h y d r o l y s e v a n n a t r i u m -
h i p p u r a a t voor de differentiatie van mastitisstreptococcen 
van belang te zijn. De uitslag van dit laatste onderzoek is 
evenwel niet zoo onfeilbaar als meestal in de literatuur wordt 
aangegeven. 
In de desbetreffende paragrafen werd reeds opgemerkt, dat 
door den duur van de beoordeeling tot 3 dagen te bekorten bij 
Str. dysgalactiae en Str. pyogenes (Ca) meer unif orme resultaten 
zouden zijn verkregen, terwijl echter bij Str. uberis een aantal 
stammen als negatief zou zijn beoordeeld. Daar nu vooral het 
verschil tusschen Str. agalactiae en Str. dysgalactiae met behulp 
van andere biochemische reacties vaak moeilijk vast te stellen 
was en Str. uberis (o. a. door de aantasting van manniet) steeds 
gemakkelijk van de overige mastitisstreptococcen onder-
scheiden kon worden, verdient het aanbeveling de hydrolyse 
van natrium-hippuraat in paardenvleeschbouillon na 3 dageh 
te beoordeelen. 
KLIMMER en SCHOENBERG (1939) verweirkten 0,2 % drui-
vensuiker in de hippuraatbouillon. Bij eigen onderzoekingen 
met een vijftigtal stammen werd waargenomen, dat de snelle 
hydrolyse van natrium-hippuraat bevorderd werd door de toe-
voeging van aantastbaar koolhydraat, terwijl het eindresultaat 
hierdoor niet bei'nvloed werd. Het lijkt daarom gewenscht het 
door KLIMMER en SCHOENBERG gegeven recept als universeel 
standaardvoorschrift voor hippuraatbouillon over te nemen, 
doch dit nauwkeuriger te formuleeren door in plaats van 
„bouillon" paardenvleeschbouillon te schrijven (zie ook 
Tweede Deel, hoofdstuk 2, § 2). 
Het recept luidt dan als volgt: 
Paardenvleeschbouillon 1000 ccm 
Pepton 10 gram 
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Bi-kaliumphosphaat 1,5 gram 
Natrium-hippuraat 10 gram 
Druivensuiker 2 gram 
pH 7,2 
De hydrolyse van het natrium-hippuraat wordt hierin dan 
beoordeeld door aan 1 ccm van de 3 dagen oude cultuur 
0,3 a 0,J ccm van een 12 % oplossing van ferrichloride, die 
per liter 2,5 ccm sterk zoutzuur bevat, toe te voegen. 
Bij de uitvoering van de reactie op de bovenomschreven 
wijze zal het slechts zelden voorkomen, dat door het optreden 
van een zwakke hydrolyse een scherpe scheiding tusschen Str. 
agalactiae en Str. dysgalactiae verhinderd wordt. 
Het g e d r a g in l a k m o e s m e l k is vooral van be-
teekenis voor het onderscheid tusschen Str. uberis en melkzuur-
streptococcen, doch ook bij het differentieeren van mastitis-
streptococcen kan het belangrijke aanwijzingen geven. Zoo 
was het onderscheid tusschen Str. agalactiae en Str. pyogenes 
(Ca) in lakmoesmelk steeds duidelijk. 
In een recent overzicht stelt SEELEMANN (1941-C) voor om bij de be-
reiding van lakmoesmelk slechts 2,5 % lakmoestinctuur toe te voegen 
(in plaats van 7 % ) . Hij motiveert dit door er op te wijzen, dat de groei 
van Str. pyogenes bij een concentratie van 7 % reeds belangrijk geremd 
wordt. Door deze verandering in den voedingsbodem trad bij Str. uberis 
en Str. pyogenes herhaaldelijk althans gedeeltelijke stremming op, zoodat 
net onderscheid van deze streptococcen met Str. agalactiae en Str. dys-
galactiae nog vager werd. Daar bovendien een dergelijke verandering in de 
samenstelling van een reeds algemeen toegepasten voedingsbodem verwarring 
in de hand werkt, kan dit voorstel van SEELEMANN niet ondersteund worden. 
Tenslotte dient nogmaals gewezen te worden op de nood-
zakelijkheid om, tot het verkrijgen van betrouwbare en eenigs-
zins unif orme resultaten, lakmoesmelk steeds met een zoo gering 
mogelijke hoeveelheid materiaal van een agarcultuur te enten. 
Ook het o n d e r z o e k n a a r de h a e m o l y s e bleek 
van belang te kunnen zijn. Het is onverschillig welke techniek 
men daarbij toepast. Men dient zich er alleen rekenschap van 
te geven, dat niet van beta-haemolyse gesproken mag worden, 
indien niet nauwkeurig de voorschriften van BROWN (1919) 
worden opgevolgd. Het onderzoek naar de haemolyse door 
middel van steekculturen in schuingestolde buisjes bloedagar, 
zooals in het Tweede Deel, hoofdstuk 2, § 3 werd voorgesteld, 
bleek zeer eenvoudig en doeltreffend te zijn. 
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Het onderzoek naar de a a n w e z i g h e i d v a n k a t a -
1 a s e kan slechts van nut zijn indien twijfel bestaat of 
streptococcen dan wel andere bacteriesoorten aanwezig zijn. 
Een positief resultaat bij het katalase-onderzoek bracht dan 
vaak een snelle beslissing. Ook door DAVIS C. S. (1939) werd 
het katalase-onderzoek voor dit doel aanbevolen. 
Voor de dif f erentiatie van mastitisstreptococcen is het onder-
zoek naar d e z u u r v o r m i n g u i t s a c c h a r o s e overbodig. 
Het gebruik van r a f f i n o s e is van belang voor het 
onderscheiden van saprophytische streptococcen. 
Daar bleek, dat een aantal stammen van Str. dysgalactiae 
s a l i c i n e splitst en bovendien, zooals gedeeltelijk bekend is, 
sommige stammen van Str. agalactiae en Str. pyogenes (Ca) 
salicine niet aantasten, kan het gebruik van dit glucoside beter 
achterwege gelaten worden. Hierdoor zal de kans op verwarring 
van Str. dysgalactiae met Str. agalactiae verminderd worden. 
De resultaten van het onderzoek naar de aantasting van 
m a n n i e t komen nagenoeg op hetzelfde neer als bij het 
onderzoek naar de hydrolyse van aesculine. 
Het gebruik van s o r b i e t is van belang voor het onder-
scheid tusschen Str. pyogenes (Ca) en Str. pyogenes (Ch en 
A). Voor dit onderscheid kan ook trehalose gebruikt worden. 
Daarmede kan Str. pyogenes (Ca) bovendien van alle andere 
mastitis-veroorzakende streptococcen en van nagenoeg alle 
saprophyten onderscheiden worden. 
Daar bleek, dat Str. uberis niet steeds i n u 1 i n e aantast, 
is het gebruik van dit koolhydraat verder alleen nog van 
beteekeriis voor het onderscheiden van saprophyten, die eenigs-
zins op Str. agalactiae oi Str. dysgalactiae gelijken. 
Bij het onderzoek naar de splitsing van a m y g d a l i n e 
werden geen belangrijke nieuwe resultaten waargenomen. 
Het onderzoek naar de zuurvorming uit a r b u t i n e 
leverde in zooverre opmerkelijke resultaten op, dat bij een 
positieve reactie Str. dysgalactiae werd uitgeschakeld. 
§ 5. Eenige afwijkingen bij de zuurvorming ui t 
trehalose* 
De in dit en voorgaande hoofdstukken vermelde resultaten 
zijn verkregen met een hoeveelheid trehalose, die in 1937 
120 
van de firma Fraenkel & Landau betrokken werd. Zooals uit 
de verzameltabel blijkt, zijn deze resultaten volkomen in 
overeenstemming met de mededeelingen in de Hteratuur over 
de splitsing van trehalose door de meeste stammen van Str. 
agalactiae (LANCEFIELD, 1933; HANSEN, 1935 en vele latere 
onderzoekers), door alle stammen van Str. dysgalactiae (FER-
GUSON, 1938) en van Str. pyogenes (Cb) en Str. pyogenes (A) 
(P. R. EDWARDS, 1932, 1935; LANCEFIELD, 1933 en vele latere 
onderzoekers). 
Nadat de bedoelde hoeveelheid trehalose verbruikt was, werd 
in 1939 nieuwe trehalose van dezelfde firma ontvangen. 
Onmiddellijk viel het op, dat de nieuwe „trehalose" door geen 
enkelen stam van Str. agalactiae of Str. dysgalactiae aangetast 
werd, ook niet door reeds positief gebleken laboratorium-
stammen. De beide als trehalose ontvangen praeparaten waren 
dus niet identiek. Wegens de overeenstemming tusschen de 
resultaten van het onderzoek met het eerstgebruikte kool-
hydraat en de resultaten van de aangehaalde Amerikaansche 
onderzoekingen werd verondersteld, dat het nieuw ontvangen 
praeparaat geen deugdelijke samenstelling bezat. 
Nu vermeldden NOTTBOHM (1940) en (uit hetzelfde insti-
tuut) SEELEMANN (1941-a en c) bij de zuurvorming uit treha-
lose echter resultaten, die nagenoeg overeenkomen met de 
hierboven genoemde resultaten bij het gebruik van het als 
ondeugdelijk omschreven praeparaat (F. & L., 1939). Bij het 
onderzoek van 12 stammen (NOTTBOHM) en 6 stammen 
(SEELEMANN) van Str. dysgalactiae tastten deze geen van alle 
trehalose aan. Bovendien splitsten volgens NOTTBOHM slechts 
10 van de 20 onderzochte stammen van Str. pyogenes (A) en 
volgens SEELEMANN de beide onderzochte stammen van Str. 
pyogenes (Cb) geen trehalose. Deze resultaten zijn al wel 
zeer slecht in overeenstemming met de in de overige Hteratuur 
algemeen erkende eigenschap van de genoemde streptococcen-
soorten om trehalose te splitsen. 
Hoewel de zuurvorming uit trehalose bij het onderzoek van mastitis-
streptococcen niet van overwegend belang bleek te zijn, is deze voor het 
onderscheiden van Str. equi, Str. pyogenes (Cb), Str. pyogenes (Ca) en 
Str. pyogenes (A) van des te meer belang. Door de mededeelingen van 
NOTTBOHM en SEELEMANN werden de zeer betrouwbaar lijkende resultaten 
van vroegere onderzoekers ernstig aangetast. 
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TABEL 15 
TREHALOSE-SOORT 
Smeltpunt 
aD 
Fefaling-reductie na 
voorafgaande hydrolysc 
met 5 % zwavelzuur 
gedurende 6 uur 
Splitting door een 
speciale gistsoort 
F. & L. 1939 
± 200° C. 
onder gelijk-
tijdige ontleding 
o° 
Negatief 
Negatief 
DELFT 
94° C. 
(in kristalwatcr) 
178,7 ° 
86% 
berekend als 
glucose 
Krachtige 
koolzuur-
ontvvikkeling 
VOLGENS 
LITERATUUR 
(ELSNER, 1935) 
97° C. 
178,3 ° 
TABEL 16 
Str. agalactiae 
Str. dysgalactiae 
Str. uberis 
Str. .pyogenes (Ca) 
Str. pyogenes (Ch) 
Str. pyogenes (A) 
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Het was dus dringend noodzakelijk het gedrag van de 
beschikbare trehalosesoorten nog eens te vergelijken met die 
van trehalose van andere herkomst. Professor Dr. Ir. A. J. 
KLUYVER te Delft was zoo welwillend voor dit doel een gecon-
troleerd, uit gist bereid praeparaat af te staan en het als on-
deugdelijk beschouwde praeparaat „F. en L. 1939" te doen 
onderzoeken. Het resultaat van dit onderzoek is in tabel 15 
weergegeven. Daarin zijn bovendien de correspondeerende 
waarden voor het uit gist bereide praeparaat (trehalose 
„Delft") en enkele van deze waarden volgens de literatuur 
vermeld. Uit deze tabel blijkt wel zeer overtuigend, dat het 
praeparaat „F. & L. 1939" geen trehalose was. 
Verder werd de zuurvorming uit dit praeparaat door een 
aantal streptococcenstammen vergeleken met die uit trehalose 
„DeIft" en trehalose „F. & L. 1937". De resultaten van dit 
onderzoek zijn weergegeven in tabel 16, waarin tevens de 
gegevens van NOTBOHM en SEELEMANN en die uit de overige 
literatuur zijn opgenomen. Daar aan de samenstelling van de 
trehalose „Delft" blijkens de gegevens in tabel 15 niet getwij-
feld kan worden, volgt uit tabel 16, dat de resultaten van de 
Amerikaansche onderzoekingen volkomen bevestigd werden. 
De resultaten van NOTTBOHM en SEELEMANN zijn daarentegen 
volledig in overeenstemming met die van het onderzoek met 
het ondeugdelijke praeparaat „F. & L. 1939". Het is daarom 
zeer waarschijnlijk, dat genoemde onderzoekers misleid werden, 
doordat dit praeparaat ten onrechte onder den naam trehalose 
in den handel was. *) 
§ 6. Serologisch onderzoek. 
De waarde van het serologische onderzoek mag niet over-
schat worden. Zelfs bij p r a c t i s c h e o n d e r z o e k i n -
g e n moet het aangevuld worden met een kort biochemisch 
onderzoek. Voor een algemeene practische toepassing staan 
) De firma Fraenkel & Landau is inmiddels overgenomen door de 
firma Heyl. Bij een recente bestelling van trehalose bleek de firma Heyl 
dit praeparaat niet te leveren. Goede praeparaten zijn die van de Ned. Gist-
en Spiritusfabriek en van de firma Schuckert. Het Nederlandsehe praeparaat 
wordt slechts in grootere hoeveelheden afgeleverd, doch is beduidend 
goedkooper. 
bovendien de moeilijkheden in den weg, die zich bij de 
bereiding van de groep-specifieke sera voordoen. Zoolang hier-
voor geen betere methoden zijn uitgewerkt, moet het serolo-
gische onderzoek weinig toegankelijk geacht worden. In 
Amerika is in zooverre een oplossing voor dit vraagstuk ge-
vonden, dat de belangrijkste groep-specifieke sera (A, B en C) 
reeds in den handel verkrijgbaar zijn (Bull. Led. Lab. 1938). 
Bij een w e t e n s c h a p p e l i j k o n d e r z o e k mag echter 
tegenwoordig het, serologische onderzoek niet ontbreken. 
Indien kleine biochemische afwijkingen voorkomen, kan dit 
onderzoek als een controle op de gestelde diagnose beschouwd 
worden. In de voorgaande hoofdstukken kon zoodoende vast-
gesteld worden, dat bepaalde bij Str. dysgalactiae en Str. uberis 
optredende biochemische varianten, inderdaad tot deze strepto-
coccensoorten gerekend mochten worden. 
Uit de literatuur blijkt, dat men bij de toepassing van het 
serologische onderzoek veelal dusdanig onder den indruk is 
van de doorgaans uitstekende resultaten, dat men geneigd is 
zelfs bij wetenschappelijke studies het biochemische onderzoek 
sterk te bekorten. Op grond van de in de hoofdstukken 1 en 5 
van dit deel besproken resultaten moet tegen dit streven 
krachtig opgekomen worden. 
Het serologische onderzoek is dus voor het wetenschappe-
lijke streptococcenonderzoek van groote beteekenis. Het kan 
als een waardevolle aanvulling van het biochemische onder-
zoek en als een controle daarop beschouwd worden. De resul-
taten dienen echter critisch te worden beoordeeld en indien 
eenigen twijfel bestaat, moeten absorptieproeven verricht wor-
den. Wordt dit niet gedaan dan loopt men de kans om ver-
warring te stichten inplaats van de reeds bestaande kennis te 
verrijken of te consolideeren. 
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HOOFDSTUK 7. 
STATISTISCHE GEGEVENS. 
§ 1. Beschikbaar materiaaL 
De in de jar en 1938—1941 dagelijks onderzochte monsters 
melk en uiersecreet kwamen vrijwel uit alle deelen van Neder-
land. Hoewel hun aantal ten opzichte van alle gevallen van 
uierontsteking, die in deze jaren voorkwamen, betrekkelijk 
gering moet zijn, zullen de uit deze monsters gei'soleerde 
streptococcen niettemin een indruk geven van het voorkomen 
der verschillende soorten bij de mastitis van het rund in ons 
land. De in dit hoofdstuk berekende percentages geven echter 
slechts een aanwijzing voor de gemiddelden over het geheele 
land gedurende de jaren 1938—1941. Het is immers niet uit-
gesloten, dat wanneer men te eeniger tijd over meer materiaal 
zal beschikken en over uitgebreider gegevens wat de herkomst 
betreft, een andere onderlinge verhouding zal blijken te be-
staan. Evenzoo is het mogelijk, dat zoowel plaatselijk als ook 
in bepaalde jaren deze verhoudingen anders zullen zijn. 
Bij de beoordeeling van de geschiktheid van het onderzochte 
materiaal voor een statistische bewerking is ook rekening ge-
houden met den aard van de inzendingen. Ongeveer de helft 
der monsters werd in groote partijen ontvangen, telkens van 
alle in lactatie zijnde runderen op een stal. De overige monsters 
waren meestal slechts van een of van enkele dieren afkomstig. 
Van de meeste dierenartsen, die gebruik maakten van de ge-
boden gelegenheid om monsters melk en uiersecreet aan de 
Rijksseruminrichting te doen onderzoeken, werden geregeld 
dergelijke afzonderlijke monsters ontvangen. Daardoor werd 
de indruk verkregen, dat deze regelmatig van de in hun 
practijk voorkomende gevallen van mastitis een monster melk 
of uiersecreet lieten onderzoeken. Slechts een gering aantal 
monsters werd ontvangen van minder geregelde inzenders. 
Waarschijnlijk hielden deze laatste inzendingen veelal verband 
met het uitzonderlijke karakter van de waargenomen mastitis. 
Het is mogelijk, dat daarbij eenige selectie plaats had ten 
gunste van Sir. dysgalactiae, Str. uberis en Sir. pyogenes (Ca). 
Neemt men echter in aanmerking, dat het hier slechts om een 
klein gedeelte van het beschikbare onderzoekingsmateriaal 
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gaat, dan mag verondersteld worden, dat de over het geheele 
materiaal berekende percentages, zelfs indien de boven-
genoemde veronderstelling juist is, daardoor nagenoeg niet 
bei'nvloed werden. 
§ 2. Verzameling van de gegevens. 
Ongeveer 92 % der dagelijks geisoleerde streptococcen-
stammen werd met behulp van een meer of minder uitgebreid 
biochemisch onderzoek nader geidentif iceerd. Dit biochemische 
onderzoek werd niet onderbroken, voordat de identiteit van 
de streptococcen vaststond. De resteerende 8 % bestond uit 
typisch dradentrekkende stammen. Deze werden zonder nader 
onderzoek als Str. agalactiae gei'dentificeerd. In de vorige 
hoofdstukken bleek reeds, dat de diagnose mastitis door Str. 
agalactiae op grond van bovengenoemd kenmerk volkomen 
verantwoord was. 
Reeds van den aanvang af lag het in de bedoeling om bij het 
afsluiten der onderzoekingen uit de verzamelde gegevens de 
verhouding te berekenen, waarin de vier soorten van mastitis-
strep tococcen in de ingezonden monsters voorkwamen. Om nu 
uniform materiaal te verkrijgen werden uitsluitend monsters 
melk en uiersecreet, die voor de eerste maal ingezonden waren, 
bij de tellingen daarvoor betrokken. Werden bij dit onderzoek 
kwartiermonsters ingezonden, waaruit, indien meerdere kwar-
tieren geinfecteerd bleken te zijn, meestal dezelfde strepto-
coccensoort werd gei'soleerd, dan werden de 4 monsters te-
zamen als een geval beschouwd. Menginf ecties van verschillende 
streptococcensoorten in een kwartier werden niet waarge-
nomen. Werden in mengmonsters uit de vier kwartieren of in 
de afzonderlijke kwartiermonsters van een rund verschillende 
streptococcensoorten aangetoond (bijvoorbeeld 2 maal Str. 
pyogenes (Ca) en 1 maal Str. agalactiae), dan werd dit bij de 
statistische bewerking voor 2 gevallen gerekend (een geval 
van Str. pyogenes (Ca) en een geval van Str. agalactiae). 
De percentages van de verschillende streptococcensoorten, 
die in de volgende paragrafen worden weergegeven, zijn be-
rekend over het totale aantal gevallen van streptococcen-
mastitis per maand, per jaar, enz. Werden de percentages 
berekend over het totale aantal gevallen van mastitis of over 
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het totale aantal ingezonden monsters, dan had dit slechts ten 
gevolge, dat de toppen in de curven, die uit de verkregen 
gegevens werden samengesteld, minder duidelijk naar voren 
kwamen, doch dat het verloop van deze curven in wezen niet 
beinvloed werd. De resultaten van deze laatste berekeningen 
zijn daarom dan ook in het volgende niet weergegeven. 
§ 3. De uierontsteking door Str. dysgalactiae en door 
Str. pyogenes (Ca) als seizoenziekte. 
In het najaar van 1939 werd opgemerkt, dat in een buiten-
gewoon groot aantal monsters Str. dysgalactiae werd aange-
toond. Ook in het vorige jaar waren reeds perioden opgemerkt, 
waarin veel Str. dysgalactiae voorkwam. Bij vergelijking bleken 
deze perioden in hetzelfde jaargetijde te vallen. Naar aanleiding 
van deze waarnemingen werd besloten bij de bepaling van het 
percentage monsters, waarin de verschillende streptococcen 
werden aangetoond, voor elke maand afzonderlijke bereke-
ningen te maken, zoodat een graphische voorstelling over het 
verloop van deze percentages zou kunnen worden samengesteld. 
Het resultaat van deze berekeningen is in figuur I weer-
gegeven. Reeds bij den eersten oogopslag vallen hierin de 
3 toppen voor Str. dysgalactiae op, respectievelijk in October 
1938, September 1939 en Augustus 1940. In 1939 en 1940 
benaderde het percentage monsters met Str. dysgalactiae in de 
genoemde maanden zelfs dat met Str. agalactiae. 
In de curve voor Str. uberis is geen regelmaat te herkennen 
zooals bij Str. dysgalactiae. Str. pyogenes (Ca) kwam zoo 
sporadisch voor, dat hier nauwelijks van een curve gesproken 
kan worden. 
In de figuur zijn nog de toppen van de mond- en klauwzeer-
epizootieen 1938 en 1939 aangegeven, waarbij in plaats van 
procenten, duizendtallen geregistreerde gevallen per maand 
afgelezen moeten worden. Wanneer 1940 geen mond- en 
klauwzeer-vrij jaar was geweest, zou men op grond van de 
overeenkomst in de toppen voor de mastitis door Str. dys-
galactiae en voor mond- en klauwzeer in de jaren 1938 en 
1939 wellicht een verband tusschen deze beide ziekten hebben 
gezocht. In de graphische voorstelling kan nu echter geen steun 
gevonden worden voor de op vat ting van DIERNHOFER (1930), 
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dat de mastitis door Str. dysgalactiae in het bijzonder tijdens 
een mond- en klauwzeerepizootie op den voorgrond zou treden. 
Zij is vermoedelijk het gevolg van de toevallige omstandigheid, 
dat zijn waarnemingen verricht werden in een jaar, waarin 
de mond- en klauwezerepizootie gepaard ging met den jaar-
lijks terugkeerenden top voor Str. dysgalactiae. 
Zooals blijkt, traden ook de andere streptococcensoorten 
na mond- en klauwzeer in onderlinge verhouding niet sterker 
op den voorgrond dan in het mond- en klauwzeer-vrije jaar. 
Het was dus geoorloofd om uit de beschikbare gegevens, met 
inbegrip van die van de jaren waarin mond- en klauwzeer 
werd waargenomen, de gemiddelde jaarcurven te berekenen. 
Voor de berekening van het gemiddelde voorkomen der 
verschillende soorten van mastitisstreptococcen per maand 
(maandpercentages) werd de periode van 1 September 1938 
tot en met 31 Augustus 1940 gekozen. Deze gemiddelde 
maandpercentages werden berekend door telkens voor elke 
streptococcensoort en voor alle mastitisstreptococcen tezamen, 
de in dezelfde maanden der opeenvolgende jaren waargenomen 
gevallen samen te tellen en daaruit op de in § 2 aangegeven 
wijze de percentages der verschillende streptococcensoorten 
te berekenen. Daar de troebeling van serumagar onder de 
kolonien pas enkele maanden voor het begin van de boven-
genoemde periode als typisch kenmerk voor Str. dysgalactiae 
ontdekt was, werden de gegevens voor deze streptococcensoort 
over de eerste helft van 1938 niet voldoende betrouwbaar 
geacht voor de bepaling van de gemiddelde jaarcurve. Het-
zelfde geldt voor de aanteekeningen over de slijmigheid van 
Str. agalactiae. De gegevens voor Str. uberis en Str. pyogenes 
(Ca) over het begin van 1938 konden betrouwbaar der geacht 
worden, omdat in dit jaar naast paardenserum-agar steeds 
aesculine-bloedagar volgens S. J. EDWARDS (1933) gebruikt 
werd. Daar bovendien het totale aantal waarnemingen over 
deze beide streptococcensoorten beperkt was, werd het wen-
schelijk geacht, in de curven voor Str. uberis en Str. pyogenes 
(Ca) ook de gegevens over 1938 te verwerken. Deze curven 
werden dus voor de maanden Januari tot en met Augustus 
over vier en voor de maanden September tot en met December 
over drie jaar berekend. De resultaten van de berekeningen 
zijn in figuur II weergegeven. 
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De top voor Str. dysgalactiae in den nazomer komt hierin 
weer duidelijk naar voren. Zij is wat stomper en breeder ge-
worden, doch valt zoo mogelijk nog beter op door het vlakke 
verloop van de rest van de curve en door het regelmatiger 
verloop van de curven voor Str. uberis en Str. pyogenes (Ca). 
De geringe variaties in het percentage van Str. uberis over de 
verschillende maanden kunnen mede in verband met het ge-
ringe aantal monsters per maand gevoegelijk verwaarloosd 
worden. Verder komt duidelijk uit, dat Str. pyogenes (Ca) in 
de maanden Augustus tot en met December niet werd waar-
genomen. 
Het was nu nog mogelijk, dat de in f iguur II uitkomende top 
voor Str. dysgalactiae niet door een stijging in het aantal mon-
sters met Str. dysgalactiae, doch door een daling in het aantal 
monsters met andere mastitisstreptococcen veroorzaakt zou 
zijn. Daarom werd tenslotte over dezelfde periode van 3 jaar 
nog het gemiddelde aantal monsters met Str. dysgalactiae per 
maand berekend. De resultaten zijn weergegeven in f iguur III, 
waarin ter vergelijking tevens de curve voor het gemiddelde 
aantal monsters met mastitisstreptococcen werd opgenomen. 
Uit deze figuur blijkt, dat ook in de aantallen monsters per 
maand de top voor Str. dysgalactiae in den nazomer tot uiting 
komt, doch dat deze top in figuur II inderdaad duidelijker 
uitkwam door de daling van het totale aantal monsters met 
mastitisstreptococcen in het najaar. Verder blijkt, dat in Maart 
eveneens een stijging van het aantal monsters met Str. dys-
galactiae voorkwam. Zooals evenwel uit de curve in figuur III 
voor het gemiddelde aantal monsters met mastitisstreptococcen 
en tevens uit figuur II volgt, kwam deze stijging in Maart bij 
alle uierontsteking veroorzakende streptococcensoorten voor. 
Hetzelfde geldt voor de minder uitgesproken stijging in het 
aantal monsters met mastitisstreptococcen in de maanden 
Juni en Juli. 
Indien aangenomen wordt, dat het bewerkte materiaal een 
tamelijk juist beeld geeft van de streptococcenmastitis in 
Nederland, kunnen de resultaten van de onderzoekingen als 
volgt samengevat worden: 
Zoowel in Maart als — in geringere mate — in Juni en Juli 
werd een grooter aantal gevallen van streptococcenmastitis 
waargenomen dan in de overige maanden van het jaar. In 
130 
FIGUUR II 
GRAPHISCHE VOORSTELLING VAN HET VERLOOP VAN DE GE-
MIDDELDE MAANDPERCENTAGES DER VERSCHILLENDE MASTI-
TISSTREPTOCOCCEN. (Gemiddelde percentages berekend over drie jaren.) 
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tegenstelling tot de mastitis door de overige streptococcen-
soorten zette de tweede stijging in het aantal gevallen bij de 
mastitis door Str. dysgalactiae ook na Juli nog door. Mede 
door het geringere aantal gevallen van streptococcenmastitis 
in het najaar kwam de top voor Str. dysgalactiae in den na-
zomer sterker tot uiting, indien hiervoor het percentage van 
het totale aantal gevallen van streptococcenmastitis berekend 
werd. 
De mastitis door Str. pyogenes (Ca) werd meestal in de 
maanden Januari tot en met Mei doch ook eenige malen in 
Juli waargenomen. Van Augustus tot en met December kon 
Str. pyogenes (Ca) niet in de ingezonden monsters worden 
aangetoond. 
§ 4. He t voorkomen van de verschillende strepto-
coccensoorten en het belang van het differen-
tieeren* 
Uit het in de vorige paragraaf gebleken feit, dat Str. dys-
galactiae en Str. pyogenes (Ca) in bepaalde tijden van het jaar 
sterker op den voorgrond treden, werd de gevolgtrekking ge-
maakt, dat het gemiddelde voorkomen van de verschillende 
streptococcensoorten slechts over een geheel aantal jaren be-
rekend mocht worden. 
In de periode van 1 September 1938 tot en met 31 Augustus 
1941 werd nu 845 maal Str. agalactiae, 154 maal Str. dys-
galactiae
 y 73 maal Str. nberis en 20 maal Str. pyogenes (Ca) 
aangetoond; dus respectievelijk in 77,4 %, 14,1 %, 6J % en 
1,8 % der streptococcenmonsters. De frequentie in het voor-
komen der verschillende streptococcensoorten bij de mastitis 
van het rund komt duidelijk tot uiting in onderstaand staatje, 
waarin de bovengenoemde percentages gesplitst zijn in die voor 
de eerste helft en die voor de tweede helft van het jaar: 
Str. agalactiae dysgalactiae uheris pyogenes (Ca) 
Eerste helft van het jaar . . . 80,3 9,5 7,2 3,0 
Tweede helft van het jaar . . 73,8 19,7 6,1 0,4 
Wanneer men nu ziet, dat Str. dysgalactiae in de tweede 
helft van het jaar gemiddeld eenmaal op elke 5 streptococcen-
monsters voorkwam, dan kan de door deze streptococcensoort 
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veroorzaakte mastitis toch moeilijk van weinig beteekenis 
(SEELEMANN, 1941-a) worden geacht. 
Neemt men verder in aanmerking, dat bij de onderzoekingen 
van LOURENS en VAN DER SCHEER (1941) bleek, dat de mastitis 
door Str. dysgalactiae met een groote kans op succes te be-
strijden is (hetgeen bij de mastitis door Str. agalactiae zeker 
niet in die mate het geval is), dan mag de gevolgtrekking ge-
maakt worden, dat de differentiatie van Str. agalactiae en 
Str. dysgalactiae van groot belang is. 
De mastitis door Str. uberis kwam veel minder en bovendien 
regelmatig over het geheele jaar voor. 
De mastitis door Str. pyogenes (Ca) mag ongetwijfeld zeld-
zaam genoemd worden. Zelfs in de eerste helft van het jaar 
kwam deze streptococcensoort slechts in 3 % der monsters 
voor. Het lijkt dan ook de vraag, of Str. pyogenes (Ca) niet 
veeleer als de toevallige verwekker van een mastitis bij het 
rund, dan wel als een „mastitisstreptococ" beschouwd moet 
worden. In verband met de veelvuldig optredende vermagering 
van de aangetaste runderen, die bij tijdige herkenning van de 
oorzaak bestreden kan worden, moet niettemin het onder-
scheiden van de mastitis door deze streptococcensoort — van 
diergeneeskundig standpunt gezien—van belang worden geacht 
§ 5. H e t sedimentgehalte van de melk in verband 
met de beteekenis van de door de verschillende 
soorten van mastitisstreptococcen veroorzaakte 
afwijkingen. 
Aan het einde van de hoofdstukken 1 tot en met 4 van dit 
deel werd telkens in het kort de beteekenis en den aard van de 
door de verschillende streptococcensoorten veroorzaakte 
mastitis besproken. De daarin vermelde gegevens waren 
grootendeels ontleend aan een voorloopige mededeeling van 
LOURENS en VAN DER SCHEER (1941). Het aantal gevallen, 
Waarover de klinische waarnemingen liepen, was steeds be-
perkt, doch ondanks het veel grootere aantal gevallen, waarin de 
verschillende soorten van mastitisstreptococcen bij het bacterio-
logische onderzoek werden aangetoond, konden meerdere gege-
vens door verschillende omstandigheden niet worden verzameld. 
Het klinische onderzoek is vanzelfsprekend van het grootste 
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FIGUUR III 
GRAPHISCHE VOORSTELLING VAN HET VERLOOP VAN 
HET GEMIDDELDE MAANDELIJKSCHE AANTAL MONSTERS 
MET STR. DYSGALACTIAE, RESP. MASTITISSTREPTOCOCCEN. 
(Gemiddelde aantal monsters berekend over drie jaren.) 
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belang om een indruk te verkrijgen van den aard van de 
mastitis. Voor de beteekenis van het lijden is echter bij het 
klinische onderzoek geen vaste maatstaf aan te leggen. De 
beoordeeling is hier sterk afhankelijk van de interpretatie van 
den betrokken waarnemer en het is moeilijk een vergelijking te 
trekken. WH men naar aanleiding van het klinische onderzoek 
een eenigszins betrouwbaar oordeel kunnen vormen over de 
beteekenis van de mastitis, dan zou men gegevens over een zeer 
groot aantal gevallen moeten verzamelen. 
Men kan zich echter ook afvragen van welke beteekenis de 
afwijkingen zijn, die door de verschillende soorten van mastitis-
streptococcen in de melk veroorzaakt worden. De in de melk 
veroorzaakte afwijkingen mogen weliswaar niet zonder meer 
als een nauwkeurige maatstaf voor de beteekenis van de aan-
doening beschouwd worden, doch ongetwijfeld krijgt men 
daarvan op deze wijze een Indruk. 
Voor de in de melk veroorzaakte afwijkingen heeft men 
een objectieven maatstaf in het sedimentgehalte van de melk. 
Melk met een sediment van 0,1 tot en met 0,4°/oo kan als 
normaal beschouwd worden; een eventueel door de strepto-
cocceninfectie nog veroorzaakte vermindering in de melkgift 
zal minimaal zijn en vermoedelijk door de streptococcenvrije 
kwartieren gecompenseerd worden. Melk met een sediment 
van 0,5 tot en met 2,5 ®/oo is afwijkend; een vermindering van 
de melkgif t zal in dergelijke gevallen zeker waarneembaar zijn 
(WHITE C. s., 1937). In melk met een sediment van meer dan 
2,5 °/oo zijn de afwijkingen meestal macroscopisch waarneem-
baar; de melkgift zal sterk verminderd zijn en in ieder geval 
is een dergelijk uiersecreet ongeschikt voor de consumptie, dus 
waardeloos. 
Daar van alle ingekomen monsters melk en uiersecreet steeds 
het sedimentgehalte is genoteerd, kon voor elk der strepto-
coccensoorten berekend worden welk percentage uit „normale 
nielk", uit „afwijkende melk" en uit „uiersecreet" gei'soleerd 
Was. Deze berekeningen werden uitgevoerd voor de reeds in 
de vorige paragrafen besproken monsters. Kwartiermonsters 
moesten hier echter gescheiden gehouden worden, daar het 
sedimentgehalte van de melk uit de verschillende kwartieren 
zelden gelijk was. De resultaten van de berekeningen zijn in 
frguur IV weergegeven. 
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FIGUUR IV 
GRAPHISCHE VOORSTELLING VAN HET VOORKOMEN 
DER VERSCHILLENDE MASTITISSTREPTOCOCCEN IN 
..UIERSECREET", ..AFWIJKENDE MELK" EN 
..NORMALE MELK" 
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Zooals blijkt veroorzaakte Str. dysgalactiae over het geheel 
genomen ernstiger afwijkingen in de melk dan Str. agalactiae 
en Str. uberis. Zelfs het meer acute karakter van de mastitis 
door Str. dysgalactiae komt in de figuur tot uiting, daar de 
monsters „afwijkende melk" hier een geringer percentage uit-
maakten dan bij Str. agalactiae. Bij een acute mastitis zal 
immers het stadium, waarin geringe afwijkingen in de melk 
veroorzaakt worden, sneller doorloopen worden dan bij een 
chronische mastitis, zoodat het percentage gevallen, waarbij 
streptococcen in dit stadium gevonden worden, kleiner 
moet zijn. 
Verder blijkt uit de figuur, dat de door Str. uberis in de 
melk veroorzaakte afwijkingen, hoewel een fractie hooger, 
toch van dezelfde klasse waren als bij Str. agalactiae. Daardoor 
wordt dus de door LOURENS en VAN DER SCHEER (1941) naar 
aanleiding van de klinische waarnemingen uitgesproken ver-
onderstelling ondersteund, dat de mastitis door Str. uberis een 
ernstiger karakter zou hebben dan de mededeelingen in de 
literatuur doen vermoeden. Ook de verdeeling van de percen-
tages uiersecreet, afwijkende en normale melk vertoont een 
sterke overeenkomst met die van Str. agalactiae. Dit is in over-
eenstemming met het feit, dat de door beide streptococcen-
soorten veroorzaakte mastitis meestal chronisch is. 
Str. pyogenes (Ca) werd nagenoeg steeds uit uiersecreet 
geisoleerd. Het aantal waargenomen gevallen was hier wel zeer 
gering, doch de percentages uiersecreet en afwijkende melk, 
waarin deze streptococcensoort werd aangetoond, waren ook 
hier volkomen in overeenstemming met den bij het klinische 
onderzoek gebleken ernstigen aard van deze mastitis, zoodat 
ook de graphische voorstelling voor Str. pyogenes (Ca) in de 
figuur werd opgenomen. 
Samenvattend kan dus geconstateerd worden, dat de resul-
taten van de uitgevoerde bewerkingen de klinische waarne-
mingen aangaande het karakter van de door de verschillende 
streptococcensoorten veroorzaakte mastitis ondersteunen. 
Tevens werd een indruk verkregen van de beteekenis van deze 
vier vormen van streptococcenmastitis. 
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HOOFDSTUK 8. 
DE SAMENSTELLING VAN EEN DIAGNOSTISCHEN 
VOEDINGSBODEM. 
In dit hoofdstuk worden de onderzoekingen besproken, die 
tot de samenstelling van een nieuwen diagnostischen voedings-
bodem leidden. Bij deze onderzoekingen werd rekening ge-
houden met de in vorige hoofdstukken vermelde resultaten. 
Indien hier gesproken wordt van een „diagnostischen voedings-
bodem" wordt daaronder een agar verstaan, waarop de mastitis-
streptococcen dcx)r bepaalde, typische eigenschappen onmid-
dellijk te herkennen zijn; dit in tegenstelling met een „selec-
tieven voedingsbodem", waarmede gewoonlijk bedoeld wordt 
een agar, waarop door de toevoeging van bepaalde bacterie-
groei-remmende stoffen geen andere bacterien tot ontwikke-
ling kunnen komen. 
§ 1. Eischen, die aan een goeden voedingsbodem 
gcstcld mogcn worden. 
Eenige van de in de literatuur aanbevolen voedingsbodems 
voor het kweeken van mastitisstreptococcen zijn eenzijdig op 
het aantoonen van Str. agalactiae georienteerd. Dit kan na-
tuurlijk een voordeel opleveren bij speciale onderzoekingen 
over Str. agalactiae, doch voor de differentiatie van de ver-
schillende mastitisstreptococcen is dan steeds een nader onder-
zoek noodzakelijk. Op verscheidene laboratoria zal niet de 
gelegenheid bestaan om meer uitvoerige onderzoekingen te 
verrichten, zoodat een dergelijke agar voor een meer algemeen 
gebruik ongeschikt is. 
Zooals in de vorige hoofdstukken bleek, moet het van groot 
belang geacht worden bij het diagnostisch-bacteriologische 
onderzoek althans Str. agalactiae en Str. dysgalactiae gemak-
kelijk van elkaar te kunnen onderscheiden. Aan een practisch 
bruikbaren, diagnostischen voedingsbodem mag dus de eisch 
gesteld worden, dat daarop Str. agalactiae en Str. dysgalactiae 
en zoo mogelijk bovendien Str. uteris en Str. pyogenes (Ca) 
te herkennen zijn. 
Bij de onderzoekingen, die ten doel hadden een dergelijken 
voedingsbodem samen te stellen, zat steeds de gedachte voor, 
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dat de agar op elk laboratorium, waar niet de gelegenheid tot 
een meer uitvoerig onderzoek bestond, gemakkelijk zou moeten 
kunnen worden bereid. Slechts indien aan deze voorwaarde 
kon worden voldaan, zou de kans bestaan, dat de ontworpen 
voedingsbodem ook practisch zou worden gebruikt en zoo-
doende voor anderen van nut zou kunnen zijn. Verder werd 
overwogen, dat voor een algemeen gebruik bij het diagnostisch-
bacteriologische onderzoek met alleen streptococcen, doch ook 
andere mastitis-veroorzakende micro-organismen als staphylo-
coccen, coli-achtigen en Corynebacterium pyogenes op de 
agar tot ontwikkeling zouden moeten kunnen komen. 
Tenslotte bleek bij vergelijkende onderzoekingen, dat ver-
scheidene streptococcenstammen, die op paardenserum-agar 
goed waren gegroeid, op eenige van de in de literatuur aan-
bevolen voedingsbodems pas na enkele dagen of in het geheel 
niet tot ontwikkeling kwamen. Hieruit volgt dus nog de eisch, 
dat op den te gebruiken voedingsbodem elke levensvatbare 
streptococcenkiem gunstige voorwaarden moet vinden om 
krachtig tot ontwikkeling te kunnen komen. 
§ 2. In de l i tera tuur aanbevolen voedingsbodems/ 
Alvorens nader op eigen onderzoekingen in te gaan, is het 
gewenscht een korte uiteenzetting te geven van de bezwaren, 
die tegen het gebruik van de belangrijkste in de literatuur 
aanbevolen voedingsbodems gemaakt moeten worden. 
S a c c h a r o s e - a g a r volgens KLIMMER, HAUPT en ROOTS. 
Op theoretische gronden lijkt de samenstelling van deze agar 
gunstig te zijn gekozen. Voor de bereiding van de agar behoeft 
men niet over steriel serum te kunnen beschikken. Volgens 
KLIMMER, HAUPT en ROOTS (1928) zou Str. agalactiae door 
de gele verkleuring van de blauw-violette agar en de typische 
bruine verkleuring van de kern van de kolonien herkenbaar 
zijn. Bovendien zou een groot aantal stammen van Str. lactis 
onmiddellijk uitgeschakeld kunnen worden, daar deze geen 
Zuur vormen uit saccharose en de agar dus blauw laten. 
In de literatuur worden echter nogal eens bedenkingen tegen 
het gebruik van deze „saccharose-agar" geuit. Zij werd reeds 
beschreven, voordat de „atypische" mastitisstreptococcen be-
kend waren en is dus speciaal voor het aantoonen van Str. aga-
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lactiae ontworpen. Zoowel ROSELL (1931) als DIERNHOFER 
(1932-a) spraken slechts van geelkleuring van de agar, Dit 
wees erop, dat de „typische" bruinkleuring in de kern van de 
kolonien van Str. agalactiae weinig opvallend was. Volgens 
DIERNHOFER was de groei van „Str. pyogenes99 wat „onzeker". 
KLIMMER en HAUPT (1935) deelden zelf mede, dat ,yStr. 
pyogenes99 de agar niet verkleurde, waardoor o. a. de voedings-
bodem speciaal geschikt was voor het aantoonen van Str. 
agalactiae. Later vond INCZE (1940), dat een aantal „Galt"-
streptococcen ( = Str. agalactiae) saccharose zoo langzaam 
aantastte, dat de zuurvorming op de agar niet door geel-
kleuring tot uiting kwam. Op grond van dergelijke waar-
nemingen stelden KLIMMER en WEISKE (1937-a) reeds voor 
om het saccharosegehalte van den voedingsbodem te verhoogen. 
SEELEMANN (1941-a) overwoog, dat in direct uit den uier 
gemolken monsters slechts zelden Str. lactis zal voorkomen, 
daar deze saprophyt niet tot de normale uier- en darmflora 
behoort. In dergelijke monsters zou veel eerder een verontrei-
niging met enterococcen, die meestal wel saccharose aantasten, 
verwacht kunnen worden. Daarmede zou dus een van de be-
langrijkste theoretische voordeelen van de agar vervallen. Tevens 
zou de voedingsbodem niet zoo eenvoudig samen te stellen zijn. 
De meeste van bovengenoemde bezwaren konden door eigen 
waarnemingen bevestigd worden. Bij een reeks van onder-
zoekingen werd de saccharose-agar naast paardenserum-agar 
gebruikt. De verkregen resultaten waren zoo slecht, dat 
ernstig getwijfeld werd of de agar wel op de juiste wijze bereid 
was. Dit was namelijk mogelijk, daar KLIMMER en HAUPT 
(1935) reeds mededeelden, dat de samenstelling van de agar 
in de practijk nogal eens mislukte! Daarom werd ter controle 
de voedingsbodem van de door KLIMMER en HAUPT aangeduide 
fabriek besteld (Impfstoffgesellschaft „Phava", Berlin). Deze 
agar bevatte volgens opgave van den fabrikant 1,5 % saccha-
rose. De resultaten waren hetzelfde als met den zelf bereiden 
voedingsbodem en kunnen als volgt samengevat worden: 
Enkele stammen van Str. agalactiae, doch een grooter aantal 
stammen van Str. dysgalactiae en Str. pyogenes (Ca) kwam 
op de saccharose-agar niet tot ontwikkeling. De meeste stam-
men van Str. agalactiae veroorzaakten pas na 2, 3 of 4 dagen 
een duidelijke geelkleuring. AJleen bij wijde ligging van de 
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kolonien kon vastgesteld worden welke kolonien de geelkleuring 
veroorzaakten. Slechts een gering aantal stammen vertoonde 
de typische bruine verkleuring in de kern van de kolonien. 
Een aantal stammen van Str. tiberis vertoonde eveneens deze 
bruine kern. 
KLIMMER, HAUPT en ROOTS (1928) vonden reeds enkele stammen 
(Groep II), die niet als Str. agalactiae beschouwd mochten worden, doch 
die daarvan op de agar niet te onderscheiden waren. De nader beschreven 
eigenschappen van deze stammen passen in het later door S. J. EDWARDS 
(1932) opgestelde schema voor Str. uberis! 
Bij de stammen van Str. dysgalactiaey die op de agar tot 
ontwikkeling kwamen, werd eenige malen waargenomen, dat 
slechts enkele kolonien geelkleuring veroorzaakten. Bij over-
enting van de twee kolonietypen op vloeibare media, splitsten 
beide weer saccharose en vertoonden biochemisch en sero-
logisch alle reacties voor Str. dysgalactiae. 
Ook een dergelijk resultaat werd reeds door KLIMMER, HAUPT en ROOTS 
vermeld bij een cultuur uit uiersecreet. De blauwe kolonien werden niet 
verder onderzocht (dat was immers Str. lactisl). De gele kolonien werden 
wel onderzocht en moesten in de groep „afwijkende" streptococcen (Groep 
II) ondergebracht worden. De reacties van deze stammen passen in het 
schema voor Str. dysgalactiae! 
Van de stammen van Sir. pyogenes (Ca), die op de agar tot 
ontwikkeling kwamen, bracht een gedeelte het in 2 tot 5 dagen 
tot geelkleuring. 
De bovengenoemde eigen waarnemingen werden verricht bij 
culturen op platen. Bij het gebruik van schuingestolde buisjes, 
waarin de agarlaag dikker is, waren de resultaten nog slechter. 
Een nader commentaar lijkt overbodig. De agar is niet 
alleen ongeschikt voor het opsporen en differentieeren van 
mastitisstreptococcen, doch geeft zelfs misleidende resultaten. 
P a a r d e n v l e e s c h - a g a r volgens SEELEMANN. Deze 
agar heef t wel een zeer eenvoudige samenstelling. De voedings-
bodem is even wel eenzijdig op het aantoonen van Str. agalactiae 
ingest eld. Aanvankelijk beschreef SEELEMANN (1928) alleen 
den typischen kluwenachtigen kolonievorm als kenmerkend 
voor Str. agalactiae. Zijn waarnemingen werden bevestigd door 
BISCHOFF (1930). Toeri later uit de mededeelingen van KRAGE 
Str. agalactiae voorkwamen met een gladden kolonievorm en 
en GIPMANN (1931) bleek, dat ook veelvuldig stammen van 
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een daarbij behoorenden troebelen groei in bouillon, werd door 
SEELEMANN (1932, 1939) veel nadruk gelegd op het onder-
scheid, dat op de agar tusschen beide typen mogelijk was. Als 
speciale agar voor het aantoonen van Str. agalactiae verloor de 
voedingsbodem na de mededeelingen van KRAGE en GIPMANN 
veel van zijn waarde. Zooals in voorgaande hoofdstukken bleek, 
komt het verschil in kolonietype bovendien ook op paarden-
serum-agar tot uiting. Afgezien van de „kluwenachtig" 
groeiende stammen van Str. agalactiae is een onderscheid 
tusschen de vier mastitisstreptococcen op Seelemann-agar niet 
mogelijk. Is de kluwenachtige kolonievorm niet zeer typisch, 
dan is volgens SEELEMANN zelf (1941-a) een nader onderzoek 
van de gei'soleerde streptococcen gewenscht. 
De agar is bij eigen onderzoekingen niet toegepast. Wei 
dient vermeld te worden, dat enkele van serum-agar gei'soleerde 
stammen van Str. agalactiae, Str. dysgalactiae en Str. pyogenes 
(Ca) in paardenvleesch-bouillon niet groeiden. Het is zeer 
onwaarschijnlijk, dat deze « « , op de paardenvleesch-agar 
wel tot ontwikkeling zouden zijn gekomen. Optimale voor-
waarden voor den groei van alle mastitisstreptococcen kunnen 
op dezen voedingsbodem dus ook niet verwacht worden. 
D r u i v e n s u i k e r - b 1 o e d - a g a r (DIERNHOFER-ZEISSLER). 
DIERNHOFER (1930) beval voor het aantoonen van mastitis-
streptococcen druivensuiker-bloed-agar volgens ZEISSLER aan. 
Hierop zou een groot gedeelte der mastitisstreptococcen door 
kleur, vorm en consistentie der kolonien te herkennen zijn. 
Later deelde DIERNHOFER ( 1 9 3 2 - C ) mede, dat door een aan-
vullend onderzoek van de gei'soleerde stammen in aesculine-
bouillon en lakmoesmelk de mastitisstreptococcen op deze agar 
voor practische doeleinden voldoende nauwkeurig gedifferen-
tieerd konden worden. INCZE (1940), een van DIERNHOFER'S 
promovendi, kwam nog eens op de druivensuiker-bloed-agar 
terug. In het meerendeel der gevallen konden Str. agalactiae, 
Str. dysgalactiae en „Str. pyogenes" onmiddellijk op de agar 
herkend worden. In twijfelgevallen was voor de verdere diffe-
rentieering een onderzoek in lakmoesmelk en aesculinebouillon 
voldoende. Over Str. uteris wordt in deze publicatie gezwegen. 
Van bacteriologisch standpunt bezien moet de voedings-
bodem inderdaad geacht worden uitstekende eigenschappen te 
bezitten. Volgens DIERNHOFER (1930) isde groei van mastitis-
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streptococcen zoo weelderig, dat men wel den indruk moet 
krijgen, dat alle levensvatbare streptococcenkiemen hierop tot 
ontwikkeling komen. 
Desalniettemin werd de agar bij eigen onderzoekingen niet 
toegepast. Zelfs op de Rijksseruminrichting waren er te veel 
practische bezwaren aan verbonden om dagelijks het benoo-
digde bloed direct van het rund in de van te voren gesmolten 
en op 70° C. afgekoelde agar te laten tappen (DIERNHOFER, 
1928). Voor een algemeene practische toepassing — zeker op 
laboratoria, waar men niet over groote proef dieren beschikt — 
kan deze voedingsbodem, die ook verder in de streptococcen-
Iiteratuur niet genoemd wordt, niet in aanmerking komen. 
A e s c u l i n e - b 1 o e d - a g a r volgensS.J.EDWARDS (1933) 
is door de toevoeging van crystalviolet ongeschikt voor het 
aantoonen van staphylococcen en Corynebacterium pyogenes. 
Dit bezwaar werd ook reeds door PLASTRIDGE, ANDERSON en 
SEREMET (1938) genoemd. 
Daar de voedingsbodem gei'nspireerd is op het onderzoek 
naar beta-haemolyse volgens BROWN, moet in de agar geent 
worden. Het toepassen van een dergelijke techniek is zeer om-
slachtig, veroorzaakt een verspilling van voedingsbodem (uit-
zaaien in verschillende verdunningen!) en vereischt veel steriel 
glasmateriaal. Ook EDWARDS zelf (1938) zag deze laatste be-
zwaren in en trachtte de agar te vervangen door een vloeibaar 
selectief medium. 
Wil men op de agar enten, dan moet volgens S. J. EDWARDS 
(1934) de samenstelling van den voedingsbodem iets gewijzigd 
worden. In deze gewijzigde samenstelling werd de aesculine-
bloed-agar bij eigen onderzoekingen geruimen tijd naast 
paardenserum-agar gebruikt. 
Ook zonder crystalviolet was de agar te gebruiken. Dan 
werd in vele gevallen een beteren groei van de streptococcen 
verkregen en konden ook alle andere mastitisverwekkers tot 
ontwikkeling komen. In deze samenstelling kan de voedings-
bodem nagenoeg gelijkgesteld worden met gewone bloedagar. 
Inderdaad was een aantal stammen van Str. agalactiae op 
deze agar te herkennen en konden Str. uberis en Str. pyogenes 
moeilijk over het hoofd gezien worden. Str. dysgalactiae ver-
toonde echter geen specifieke kenmerken. Een nader bioche-
misch onderzoek was voor alle streptococcen gewenscht. 
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Het benoodigd zijn van versch, steriel, gedefibrineerd bloed 
staat bovendien een algemeene toepassing in den weg. 
Buiten de hier besproken vaste voedingsbodems voor het 
aantoonen van mastitisstreptococcen werden nog eenige 
v l o e i b a r e m e d i a aanbevolen. Bij de zoogenaamde 
„Hotis-test" wordt aan het te onderzoeken melkmonster een 
broomcresolpurper-oplossing toegevoegd (HOTIS en MILLER, 
1936). Het mengsel wordt dan bij 37° C. geplaatst. Ontstaan 
tegen den glaswand of onder in de reageerbuis gele vlokken, 
dan zou dit op de aanwezigheid van Str. agalactiae wijzen. De 
methode heeft mogelijk eenige waarde als een orienteerende 
proef bij het onderzoek van versche, steriel gewonnen melk-
monsters. Voor het differentieeren van mastitisstreptococcen 
heeft ze geen waarde, daar o. a. de indicator door melkzuur-
streptococcen niet ontkleurd wordt, zooals lakmoes. 
S. J. EDWARDS (1938) ontwikkelde een selectief vloeibaar 
medium, waarin vrijwel uitsluitend streptococcen tot ontwik-
keling kunnen komen. Indien hierin, na directe enting uit de 
melk, bij 37° C. groei optreedt, zou dit op de aanwezigheid van 
mastitisstreptococcen wijzen. Men moet dan echter wel zeker 
zijn, dat de monsters steriel gewonnen zijn en dat bijvoorbeeld 
geen verontreiniging met faecale streptococcen kan hebben 
plaats gehad. Mogelijk komt dit medium in aanmerking voor 
het aanleggen van ophoopingsculturen. Voor de differentiatie 
van de gevonden streptococcen moet echter op andere 
voedingsbodems overgeent worden. 
Tenslotte gaven DAVIS en ROGERS (1939) nog een vloeibaar 
medium aan, waarin alleen Str. agalactiae van de overige 
mastitisstreptococcen en van saprophytische streptococcen 
zou kunnen worden onderscheiden. De streptococcen dienen 
daarvoor echter eerst op een vasten voedingsbodem geisoleerd 
te worden. Indien men zich uitsluitend interesseert voor Str. 
agalactiae, kan dit medium het onderzoek mogelijk vereen-
voudigen, doch de duur van het onderzoek wordt niet bekort. 
§ 3. Eenige opmerMngen over bacteriegroei-rem-
mende stoffen met selectieve werking. 
Bij het bacteriologische onderzoek van sterk verontreinigde 
monsters melk komt het herhaaldelijk voor, dat de aangelegde 
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culturen dusdanig overgroeid zijn door saprophyten, dat het 
niet meer mogelijk is daarin nog eventueel aanwezige patho-
gene micro-organismen aan te toonen. Het is dus wel zeer 
verleidelijk om naar stoffen te zoeken, die den groei van de 
lastigste saprophyten remmen, doch die den groei van pathor 
gene bacterien niet nadeelig bei'nvloeden. Daar echter een 
aantal van de meest hinderlijke saprophyten ook uierontsteking 
kan veroorzaken, is de toevoeging van selectief werkende 
stof fen aan een agar voor algemeen gebruik minder gewenscht. 
Bij de bespreking van de crystalviolet-bloed-agar volgens 
EDWARDS werd dit reeds aangestipt. Doch er zijn nog andere 
bezwaren. 
Behalve S. J. EDWARDS (1933) zochten ook andere onder-
zoekers, die zich met de samenstelling van een selectieven 
voedingsbodem bezighielden, reeds naar verbindingen, die den 
groei van verontreinigende saprophyten zouden verhinderen. 
DIERNHOFER (1936) en zijn medewerkers (HARTMANN (1937), 
JACONIS (1938), VOGLER (1938), PUECHLER (1938), GERSCH-
PACHER (1938), MILAKNIS (1938) ) stelden een systematisch 
onderzoek in naar stof fen, die den groei van Gram-negatieve 
bacterien sterker zouden remmen dan van Gram-positieve 
bacterien. Het is opmerkelijk, dat daarna een ander onder-
zoeker uit dezelfde school terugkwam op de druivensuiker-
bloed-agar volgens DIERNHOFER (INCZE, 1940). Bijzonder 
interessant zijn de waarnemingen van KLIMMER en WEISKE 
(1938). Na op andere wijze tevergeefs getracht te hebben 
den groei van hinderlijke saprophyten op de agar te voor-
komen (KLIMMER en WEISKE, 1937-a b, c), kwamen zij tot 
het gebruik van selectief werkende stof fen. Zij vonden, dat de 
typische groei van Str. agalactiae op saccharose-agar door toe-
voeging van dergelijke stof fen verloren ging. Bovendien werd 
de groei van verontreinigende saprophyten door de sterk wisse-
lende flora van melk lang niet altijd onderdrukt, terwijl het 
voorkwam, dat de groei van sommige streptococcenstammen 
wil geremd werd. 
Deze waarnemingen kunnen op grond van eigen onder-
Zoekingen met crystalviolet-aesculine-bloed-agar volgens S. J. 
EDWARDS (1934) volkomen bevestigd worden. Het kwam 
verscheidene malen voor, dat op paardenserum-agar een goede 
groei van mastitisstreptococcen optrad, doch dat op crystal-
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violet-agar, die met hetzelfde materiaal geent was, geen of 
slechts uiterst zwakken groei optrad. Sommige saprophyten 
werden door het crystalviolet uitstekend geremd, anderen 
werden in hun groei niet belemmerd. 
In verband met deze waarnemingen dient opgemerkt te 
worden, dat de onderzoekingen over stoffen met een selectieve 
werking steeds in vloeibare media verricht werden, terwijl de 
resultaten van deze onderzoekingen door KLIMMER en WEISKE 
(1938) en door mijzelf werden toegepast bij enting op agar. 
S. J. EDWARDS (1934) vond, dat, indien bij enting in crystal-
violet-agar mastitisstreptococcen werden aangetoond, bij enting 
op deze agar in 17 % der gevallen geen groei optrad. Hij 
maakte hieruit de gevolgtrekking, dat de streptococcen in agar 
beter groeien dan er op. Uit de vergelijkende onderzoekingen 
met paardenserum-agar blijkt nu, dat het ook mogelijk is, dat 
dit verschil in groei uitsluitend aan de werking van het crystal-
violet geweten had moeten worden en dat de streptococcen, 
indien zij op de agar gekweekt worden, gevoeliger voor het 
vergif zijn dan in de agar. Wordt dus bij het streptococcen-
onderzoek een techniek toegepast, waarbij op de agar wordt 
geent, dan is het gewenscht zeer voorzichtig te zijn met het 
toevoegen van selectief werkende stoffen. 
§ 4. Ketize van het grondmedium voor verdere 
onderzoekingen. 
Aanvankelijk werden de onderzoekingen, die ten doel hadden 
een diagnostischen voedingsbodem voor het aantoonen van 
mastitisstreptococcen samen te stellen, sterk beinvloed door de 
uitlatingen van KLIMMER, HAUPT en ROOTS (1928), die het 
als een van de belangrijkste voordeelen van de door hen samen-
gestelde agar beschouwden, dat daarvoor geen steriel serum 
benoodigd was. Nadat echter bleek, dat verscheidene mastitis-
streptococcen op deze agar zeer slecht of in het geheel niet tot 
ontwikkeling kwamen en dat op geen enkele wijze het resul-
taat van de toevoeging van steriel serum of bloed benaderd 
kon worden, werd ingezien, dat een van deze toevoegingen 
aan den samen te stellen voedingsbodem niet vermeden kon 
worden. Daarbij werd overwogen, dat het even eenvoudig 
was om steriel serum in dichtgesmolten ampullen van de een 
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of andere inrichting te betrekken, als om de voor den voedings-
bodem benoodigde pepton aan te schaffen. Daar inmiddels 
gebleken was, dat paardenserum-agar zonder verdere toevoe-
gingen reeds tot op zekere hoogte als een diagnostischen 
voedingsbodem beschouwd kan worden en zelfs eenige voor-
deelen bezit boven de in de literatuur aanbevolen voedings-
bodems, lag het voor de hand om te trachten tot het gestelde 
doel te geraken door verbeteringen in de samenstelling van de 
paardenserum-agar aan te brengen. Indien het percentage 
dradentrekkende stammen van Str. agalactiae verhoogd zou 
kunnen worden, zou dit reeds een verbetering van de agar 
beteekenen. Verder zou het van groot belang zijn, indien 
dradentrekkende stammen van andere streptococcensoorten 
reeds op de agar van Str. agalactiae zouden kunnen worden 
onderscheiden. Indien dit zou gelukken, zouden alle andere 
dradentrekkende streptococcen onmiddellijk als Str. agalactiae 
herkend kunnen worden. Hetzelfde geldt voor de troebeling 
van de agar door Str. dysgalactiae. Zouden de zeldzaam voor-
komende stammen van andere streptococcensoorten, die even-
eens een troebeling van de agar veroorzaken, reeds op de 
agar van Str. dysgalactiae onderscheiden kunnen worden, 
dan zouden alle stammen van Str. dysgalactiae, die het ge-
noemde kenmerk vertoonen, daardoor met zekerheid als 
zoodanig herkend kunnen worden. 
De onderzoekingen werden daarom volgens de hier aan-
gegeven richtlijnen voortgezet. De toevoeging van selectief 
werkende stoffen kwam wegens de in de vorige paragraaf 
geuite bedenkingen niet in aanmerking. 
§ 5. Factoren, die invloed hebben op de slijmigheid 
van de kolonien van Str. agalactiae op paarden-
serum-agar . 
Reeds in een vroeg stadium der onderzoekingen werd opge-
merkt, dat het herhaaldelijk voorkwam, dat bij het in gebruik 
nemen van een nieuw kwantum voedingsbodem plotseling een 
veel grooter of veel kleiner aantal stammen van Str. agalactiae 
met dradentrekkende kolonien gevonden werd. Het was dus 
waarschijnlijk, dat de slijmigheid van Str. agalactiae door kleine 
variaties in de samenstelling van den voedingsbodem werd 
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bei'nvloed. Toen eenigen tijd later gedurende meer dan een 
week geen enkele dradentrekkende kolonie werd waarge-
nomen, werd van deze gelegenheid gebruik gemaakt en nage-
gaan of een afwijking in de samenstelling van de paarden-
serum-agar kon worden aangetoond. De voedingsbodem bleek 
veel te zuur te zijn (pn 6,2!). Nadere onderzoekingen met een 
achttal proefstammen van Str. agalactiae wezen uit, dat de 
zuurgraad van de agar inderdaad een belangrijken invloed op 
de slijmigheid van de kolonien had. Beneden een pn 6,8 ver-
minderde deze merkbaar. Feitelijk had dit resultaat verwacht 
kunnen worden, daar DIERNHOFER (1930) er reeds op wees, 
dat op een agar, die een gemakkelijk aantastbaar koolhydraat 
bevat, de slijmigheid van de kolonien van Str. agalactiae snel 
verloren gaat en op de 48 uur oude culturen niet meer goed 
aan te toonen is. 
Hoewel na deze onderzoekingen de zuurgraad van de agar 
laag gehouden werd (zoo mogelijk pn 7,4—7,6), verminderde 
het aantal dradentrekkende stammen van Str. agalactiae in den 
loop van het laatste jaar van onderzoek onrustbarend. De 
oorzaak van dit verschijnsel kon aanvankelijk niet gevonden 
worden. Bij de invoering van een nieuwe peptonsoort steeg 
het percentage slijmige stammen echter weer tot de gebrui-
kelijke hoogte. Dit duidde er op, dat de gebruikte peptonsoort 
voor de slijmigheid van de kolonien van belang was. Daar in 
den loop van de onderzoekingen eenige malen van peptonsoort 
veranderd was, zouden hierover uit het verzamelde statistische 
materiaal waarschijnlijk belangrijke gegevens geput kunnen 
worden. Daarom werd over de verschillende jaren het maande-
lijksche percentage slijmige stammen van Str. agalactiae be-
rekend en aan de hand van oude rekeningen nagegaan, wanneer 
ongeveer nieuwe peptonsoorten in gebruik waren genomen. 
De resultaten van deze bewerking zijn in figuur V weerge-
geven. Men ziet hieruit, dat bij het gebruik van BACTO-pepton 
(DIFCO) het aantal slijmige stammen om 90 % schommelde. 
Bij het gebruik van pepton-PENAU (Usines Chimiques des 
Laboratoires Frangais, Paris) schommelde het om 80 %, bij 
pepton-ORGANON daalde het van 100 tot ongeveer 30 % en 
sinds het gebruik van pepton W I T T E schommelt het weer om 
90 %. Het lage percentage in November 1939 werd veroor-
zaakt door den reeds genoemden hoogen zuurgraad van den 
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voedingsbodem gedurende een gedeelte van deze maand. Uit 
de graphische voorstelling blijkt dus duidelijk de invloed van 
de peptonsoort. Alleen de daling van het percentage draden-
trekkende stammen tijdens het gebruik van pepton-ORGANON 
is hiermede nog niet verklaard. De andere peptonsoorten 
werden nu steeds in kleine bussen van V/4 kg ontvangen, 
terwijl pepton-ORGANON na twee proefzendingen van 1 kg 
in groote bussen van 10 kg werd afgeleverd. Het is dus moge-
lijk, dat door de toetreding van lucht en vocht bij het herhaal-
delijk openen van de bussen of door den ouderdom van de 
pepton, daarin veranderingen plaats vonden, die de daling van 
het percentage slijmige stammen van Str. agalactiae veroor-
zaakten. Verder valt op, dat met de geneutraliseerde pepton-
soorten (BACTO en WITTE) over het geheel genomen betere 
resultaten verkregen werden dan met de zure peptonsoorten 
(PENAU en ORG ANON). Op grond van deze waarnemingen en 
overwegingen komt het dus gewenscht voor om bij het samen-
stellen van paardenserum-agar voor het onderzoek naar 
mastitisstreptococcen een geneutraliseerde peptonsoort te ge-
bruiken en de aflevering van deze pepton in kleine verpak-
kingen te eischen. 
Bij reeds eerder uitgevoerde onderzoekingen over de slijmig-
heid van de kolonien met een achttal stammen van Str. aga-
lactiae was van den bovengenoemden invloed van de pepton-
soort niets gebleken. Het aantal proefstammen was blijkbaar 
te gering geweest. Waar nu door een zwak zure reactie van 
den voedingsbodem bij dezelfde proefstammen wel verschillen 
werden waargenomen, is het waarschijnlijk, dat met een 
grooter aantal proefstammen reeds bij een minder zure reactie 
een achteruitgang in de slijmigheid zou zijn gebleken. Het 
lijkt daarom gewenscht een ruime zekerheidsmarge te nemen 
en de zuurgraad van de paardenserum-agar steeds op pii 7,4 
te brengen. Alle bacteriesoorten, die in staat zijn een mastitis 
bij het rund te veroorzaken, groeien uitstekend bij dezen 
zuurgraad. 
Bij verdere onderzoekingen bleek nog, dat op agar van 
kalfsvleeschbouillon, zonder serumtoevoeging, van de kolonien 
van enkele proefstammen een fijn draadje getrokken kon 
worden. Op agar van paardenvleeschbouillon gelukte dit niet. 
Ondanks den beteren groei van mastitisstreptococcen in 
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paardenvleeschbouillon was het dus niet gewenscht om bij de 
samenstelling van paardenserum-agar van kalfsvleeschbouillon 
op paardenvleeschbouillon over te gaan. Werd in plaats van 
kalfsvleeschbouillon vleesch-extract gebruikt, dan bleef zelfs 
na de toevoeging van serum de slijmigheid van de meeste proef-
stammen achterwege. Deze vereenvoudiging in de samen-
stelling van de agar kan dus niet worden toegepast. 
Tenslotte werd paardenserum-agar met runderserum-agar 
vergeleken. De vergelijking viel uit ten gunste van paarden-
serum-agar. 
Het in Hoofdstuk 1, § 2 genoemde percentage stammen van 
Str. agalactiae met slijmige kolonien (83 % ) , werd berekend 
over het tijdvak van April 1938 tot en met Maart 1941. Ver-
gelijkt men dit percentage met de dalingen en stijgingen in 
figuur V, dan mag verwacht worden, dat bij een zorgvuldige 
samenstelling van de paardenserum-agar volgens de hierboven 
aangegeven richtlijnen, het aantal stammen van Str. agalactiae 
met draden-trekkende kolonien tot boven de 90 % zal stijgen. 
§ 6. Aesculine-paardenserum-agar als diagnostische 
voedingsbodem voor het aantoonen van mas-
titisstreptococcen. 
Door de verhooging van het percentage stammen van Str. 
agalactiae met slijmige kolonien wordt wel in een grooter aantal 
gevallen de aanwijzing verkregen, dat vermoedelijk Str. aga-
lactiae aanwezig is, doch voor een definitieve diagnose blijft 
in de meeste gevallen een nadere differentiatie van de geiso-
leerde streptococcen noodzakelijk. Hierin zou een belangrijke 
verbetering komen, indien aesculine-splitsende streptococcen 
reeds op de agar zouden kunnen worden onderscheiden. Daar-
door zouden immers de slijmige stammen van Str. tiberis niet 
meer met Str. agalactiae verward kunnen worden, evenals 
mogelijk een aantal slijmige stammen van Str. pyogenes (Ca). 
Bij andere in melk voorkomende streptococcensoorten werden 
nooit draden-trekkende eigenschappen van de kolonien waar-
genomen, zoodat de slijmigheid van de kolonien van stammen, 
die geen aesculine splitsen, dan alleen nog op de aanwezigheid 
van Str. agalactiae of Str. pyogenes (Ca) zou kunnen wijzen. 
Ook voor de herkenning van Str. dysgalactiae zou het van 
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groot belang zijn om aesculine-splitsende streptococcen reeds op 
de agar te kunnen onderscheiden. Zooals in Hoofdstuk 2, § 2 
immers bleek, wordt de definitieve herkenning van Sir. dysga-
lactiae op paardenserum-agar slechts verhinderd door het voor-
komen van enkele aesculine-splitsende stammen, die een troe-
beling van de agar onder de kolonien veroorzaken. 
De hiermede gestelde opgave leek gemakkelijk te vervullen. 
Aan de agar werden aesculine en ferricitraat toegevoegd. In-
derdaad veroorzaakte Sir. nberis na 18 tot 48 uur een bruine 
verkleuring van deze agar. Er deden zich echter belangrijke 
moeilijkheden voor. Het splitsingsproduct aesculidine diffun-
deerde blijkbaar zoo snel in de agar, dat slechts bij een zeer 
wijde ligging van de kolonien vastgesteld kon worden, welke 
kolonien de aesculine-splitsing veroorzaakten. Verder bleek het 
ferricitraat, in een concentratie waarbij de hydrolyse duidelijk 
werd aangetoond, den groei van verscheidene streptococcen-
stammen en van Corynebacterium pyogenes reeds te remmen. 
Ook werd de slijmigheid van de kolonien van Sir. agalacttae 
op oncontroleerbare wijze beinvloed. Deze verandering in de 
samenstelling van den voedingsbodem beteekende dus eerder 
een achteruitgang dan een verbetering. Daarom werd het ferri-
citraat uit het medium weggelaten en werd onderzocht of de 
aesculine-splitsing achteraf kon worden aangetoond. Daartoe 
werden de 48 uur oude culturen overgoten met een waterige 
oplossing van ferricitraat of ferrichloride. Inderdaad gelukte 
het om de aesculine-splitsing aan te toonen door de ferri-
chloride-oplossing eenigen tijd te laten inwerken. Daar de 
culturen echter op deze wijze voor verdere verwerking ver-
loren gingen en, zooals hierboven reeds werd opgemerkt, het 
splitsingsproduct van de aesculine snel in de agar diffundeerde, 
schonk de methode weinig bevrediging. 
Daarom werden de culturen tenslotte, als laatste mogelijk-
heid, onder de kwartslamp beoordeeld. Het resultaat was ver-
rassend. Door de fluorescentie van de aesculine kaatste het 
agaroppervlak onder de lamp een fel-blauw licht terug. Om 
de kolonien van Sir. tiberis waren nu nauwe zones waarneem^ 
baar, waarvan geen licht werd teruggekaatst en die zich dus 
als donkere vlekjes in het helder lichtende agaroppervlak voor-
deden. Bij het onderzoek van 8 stammen van Str. nberis was 
dit verschijnsel bij 7 stammen reeds op de 18—24 uur oude 
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culturen duidelijk waarneembaar, bij den achtsten stam pas 
op de 48 uur oude cultuur. Daar de donkere zones klein waren, 
kon zelfs bij een vrij nauwe ligging van de kolonien gemakke-
Hjk uitgemaakt worden door welke kolonien de aesculine weg-
genomen werd. Het groote voordeel van de beoordeeling van 
de culturen onder de kwartslamp lag blijkbaar daarin, dat niet 
op het gevormde splitsingsproduct, doch op de in de agar over-
gebleven aesculine gereageerd werd. 
De methode bleek zeer goed practisch bruikbaar te zijn. De 
samenstelling van den voedingsbodem wordt door de toevoeging 
van aesculine niet gecompliceerder. De meeste laboratoria, die 
met het onderzoek naar mastitisstreptococcen te maken heb-
ben, zullen reeds over een kwartslamp of een ultra-violetlamp 
beschikken. Overigens kan de aanschaffingsprijs van een een-
voudige ultra-violetlamp tegenwoordig geen overwegend be-
zwaar meer zijn. 
Op grond van de in het voorgaande beschreven waar-
nemingen en onderzoekingen werd dus de volgende voedings-
bodem voor het aantoonen van mastitisstreptococcen samen-
gesteld: 
Kalfsvleeschbouillon 1000 ccm 
Pepton (BACTO of WITTE) 10 gram 
Keukenzout 5 gram 
Aesculine 1 gram 
Agar 25 gram 
pn 7,4 
Voor het gebruik opsmelten en na afkoeling op 50—60° C. 
8 a 10 % steriel paardenserum toevoegen. *) 
In verband met den inhoud van de gebruikelijke ampullen met steriel 
paardenserum (12 ccm) werd de voedingsbodem in hoeveelheden van 125 
of 250 ccm in voorraad gehouden. Na het opsmelten en afkoelen van de 
agar kon dan de inhoud van 1 of 2 ampullen bij de agar gevoegd worden, 
waarna hiervan de benoodigde platen of buisjes gegoten werden. Deze 
werkwijze is aanmerkelijk eenvoudiger en nauwkeuriger dan de oorspron-
kelijk op de Rijksseruminrichting toegepaste methode, waarbij aan de reeds 
van te voren met agar gevulde buisjes na het opsmelten en afkoelen een 
weinig serum aan elk buisje werd toegevoegd. Doordat telkens slechts een 
*) Steriel paardenserum voor voedingsbodems kan in ampullen, inhou-
dende 12 ccm, van de Rijksseruminrichting betrokken worden. 
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betrekkelijk geringe hoeveelheid agar voor het gebruik gereed gemaakt werd, 
was deze steeds versch, zoodat gebruik gemaakt kon worden van het 
condensvocht onder in elk buisje om door het afspoelen van de entnaald 
een mooie reeks van verdunningen te verkrijgen. 
De voedingsbodem kon voor het beeindigen van deze studie 
nog geruimen tijd op de practische bruikbaarheid gecontro-
leerd worden. Zij voldeed uitstekend. 
De beoordeeling van de culturen op slijmigheid van de 
kolonien geschiedde steeds na een dag bij 37° C , de beoor-
deeling op splitsing van aesculine, troebeling onder de kolonien 
en kolonievorm na 1 en na 2 dagen. Bij de biochemische en de 
serologische controle van de geisoleerde streptococcen bleek 
de gestelde diagnose steeds juist te zijn geweest. Een volkomen 
zekere scheiding tusschen Str. agalactiae en Str. pyogenes (Ca) 
mag op de aesculine-paardenserum-agar niet verwacht worden, 
daar de zwakke aesculine-splitsing door een aantal stammen 
van Str. pyogenes (Ca) bij de onderzochte proefstammen op 
de agar niet tot uiting kwam. Uit de in vorige hoofdstukken 
gegeven cijfers is te berekenen, dat op de 200 stammen met 
slijmige kolonien mogelijk 1 stam van Str. pyogenes (Ca) zou 
kunnen voorkomen. Er is echter een groote kans, dat deze eene 
stam op grond van het typische heterogene uiterlijk van de 
meeste culturen van Str. pyogenes (Ca)y toch onderscheiden 
zou worden. 
Naar aanleiding van waarnemingen op een enkelen stal kwamen SEELE-
MANN en HADENFELDT (1930) tot de conclusie, dat de mastitis door 
Str. pyogenes (serologische groep onbekend) zich op een eenmaal besmetten 
stal ernstig kan uitbreiden. Uit de mededeelingen van LOURENS en VAN DER 
SCHEER (1941), waarin 7 gelsoleerd op verschillende stallen voorkomende 
gevallen van mastitis door Str. pyogenes (Ca) werden besproken, blijkt dat 
dit besmettingsgevaar in de practijk nogal meevalt. De hygienische maat-
regelen, die bij een infectie door Str. agalactiae genomen worden, zullen 
ook voldoende zijn om een uitbreiding van de infectie door Str. pyogenes 
(Ca) te voorkomen. Vermagert het aangetaste dier, dan kan de behandelende 
dierenarts daarait zelf de gevolgtrekking maken, dat hoogstwaarschijnlijk 
een mastitis door Str. pyogenes (Ca) aanwezig is. 
Mede door het zeldzame voorkomen van Str. pyogenes (Ca) 
is het dus bij het diergeneeskundige onderzoek niet van over-
wegend belang om deze streptococcensoort van Str. agalactiae 
te kunnen onderscheiden. 
Het zal van den aard van de monsters af hangen of aesculine-
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splitsende stammen nog nader onderzocht dienen te worden. 
Zijn de onderzochte monsters onder steriele voorzorgen ge-
nomen en versch of geconserveerd, dan mogen de aesculine-
splitsende stammen bij een practisch onderzoek zonder meer 
als Str. uberis beschouwd worden. In andere gevallen zal een 
overenting in lakmoesmelk gewenscht zijn om melkzuur-
streptococcen uit te kunnen schakelen. 
Bij de toepassing van aesculine-paardenserum-agar mag dus 
op grond van de in voorgaande hoofdstukken gegeven cijfers 
verwacht worden, dat Str. agalactiae voor 96% (90 % slijmig 
+ 6 % kluwenachtige kolonien), Str. dysgalactiae eveneens 
voor 95 % en Str. uberis onder bepaalde omstandigheden voor 
100 % reeds dadelijk op de agar herkend zal worden. Dat is 
tezamen ruim 94 % van alle op de agar tot ontwikkeling 
komende mastitisstreptococcen. Nadere bijzonderheden over 
het gebruik en de beoordeeling van aesculine-paardenserum-
agar volgen nog in de handleiding op biz. 170. 
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HOOFDSTUK 9. 
BESPREKING VAN DE RESULTATEN. 
Str. agalactiae. 
Bij het biochemische en serologische onderzoek van 312 
stammen van Str. agalactiae bleek, dat de reeds door AYERS 
en MUDGE (1922) onder den naam „Str. mastitidis" gegeven 
beschrijving nog steeds nagenoeg aan de eischen beantwoordt. 
Door de latere beschrijving van KLIMMER, HAUPT en ROOTS 
(1928) en KLIMMER en HAUPT (1930) werd ongeveer de helft 
der stammen van Str. agalactiae uitgeschakeld. 
Het is thans algemeen erkend, dat Str. agalactiae bouillon 
niet steeds volkomen helder laat (DIERNHOFER, 1932-a; SEELE-
MANN, 1939). Ten overvloede werd dit nu nog eens door het 
serologische onderzoek van een groot aantal helder en troebel 
groeiende stammen bevestigd. Bij een beschrijving van Str. 
agalactiae moet daarom de beperkende bepaling, dat bouillon 
steeds helder gelaten wordt, vervallen. De waarnemingen van 
AYERS en MUDGE (1922), MINETT, STABLEFORTH en EDWARDS 
(1929, 1930, 1931) en DIERNHOFER (1932-a), dat een aantal 
stammen van Str. agalactiae haemolyse veroorzaakt, werden 
bevestigd. Het gevonden percentage (47%) is goed in over-
eenstemming met de door S. J. EDWARDS (1938) en FERGUSON 
(1938) genoemde cijfers. De haemolyse was meestal zwak, 
zoodat men zich kan indenken, dat KLIMMER en HAUPT, door-
dat zij gebruik maakten van een afwijkende techniek* deze 
zwakke haemolyse niet waarnamen. Inmiddels heeft ook 
SEELEMANN ( 1 9 4 1 - C ) toegegeven, dat een aantal stammen van 
Str. agalactiae een zwakke haemolyse veroorzaakt. Evenals bij 
de onderzoekingen van FERGUSON (1938) veroorzaakte echter 
ongeveer 5 % der thans onderzochte stammen van Str. aga-
lactiae een zoo krachtige haemolyse, dat men zich moeilijk 
kan voorstellen, dat deze over het hoofd gezien of als „zwak" 
betiteld zou kunnen worden. Ook in bloed-bouillonculturen 
ontstond boven de uitgezakte roode bloedlichaampjes een door-
zichtig-roode zone, hetgeen door SEELEMANN ( 1 9 4 1 - C ) zelfs 
als een criterium voor echte beta-haemolyse wordt beschouwd. 
Het bleek nu, dat verscheidene sterk haemolytische stammen 
slechts tot ontwikkeling kwamen in serum-houdende media, 
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terwijl elders bleek, dat de door KLIMMER en HAUPT en door 
SEELEMANN gebruikte serum-vrije agarsoorten geen onverdeeld 
gunstige voorwaarden voor den groei van mastitisstrepto-
coccen boden. De verklaring ligt dus voor de hand, dat de 
sterk-haemolytische stammen van Str. agalactiae door boven-
genoemde onderzoekers niet werden waargenomen, daar deze 
op de gebruikte agarsoorten niet of slechts zelden tot ont-
wikkeling kwamen. Het is dus noodzakelijk beperkende be-
palingen aangaande de haemolyse door Str. agalactiae (SEELE-
MANN, Erg. d. Hyg., 1941-c) te laten vervallen. Str. agalactiae 
wordt dan volkomen gqkarakteriseerd door de volgende eigen-
schappen: 
De kolonien op paardenserum-agar zijn meestal min of meer 
draden-trekkend, doch veroorzaken nooit een troebeling in de 
agar onder de kolonie. Bij -meer dan de Joel ft der stammen ver-
toonen de kolonien den typischen hluwenachtigen kolonie-
vorm. De groeiwijze in bouillon is variabel en correspondeert 
grootendeels met den kolonievorm. Aesculine wordt niet ge-
splitst; natriumhippnraat wordt meest krachtig gehydrolyseerd. 
Zoowel niet-haemolytische en zwak-haemolytische als eenige 
sterk-haemolytische stammen komen voor. Lakmoesmelk wordt 
in 1 tot 4 dagen gestremdy waarbij geen ontkJeuring van de 
lakmoes opt reed t. Saccharose wordt ge split st; raffinose, man-
met, sorbiet en inuline worden niet aangetast. Met serum voor 
groep B wordt een positieve praecipitatie-reactie verkregen. 
Uit den aard der zaak kunnen slechts constante kenmerken 
voor een volkomen zekere herkenning van alle stammen van 
Str. agalactiae in aanmerking komen. Daarom zijn variabele 
eigenschappen in bovenstaande beschrijving ook zooveel moge-
lijk weggelaten. De kenmerken voor de serumagar-kolonie zijn 
echter opgenomen, daar deze voor een snelle en zekere her-
kenning van een groot aantal stammen van veel belang bleken 
te zijn, terwijl het gedrag in bouillon en bloedagar is be-
schreven om de tegenstelling met eenige beschrijvingen in de 
literatuur te doen uitkomen. 
Bij een statistische bewerking van het verzamelde onder-
zoekingsmateriaai bleek, dat de streptococcenmastitis van het 
rund, zooals verwacht kon worden, in verreweg de meeste 
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gevallen door Str. agalactiae veroorzaakt werd. Het behoeft 
wel niet nader betoogd te worden, dat Str. agalactiae als een 
echte „mastitisstreptococ" beschouwd mag worden. Mededee-
lingen over het isoleeren van deze streptococcensoort uit ander 
materiaal dan rundermelk ontbreken in de oudere literatuur 
geheel. Sinds de meer algemeene toepassing van het serologische 
onderzoek komen echter verscheidene mededeelingen voor 
over het isoleeren van streptococcen van groep B uit materiaal, 
afkomstig van gezonde en zieke menschen (LANCEFIELD en 
HARE, 1935; HARE, 1935; FRY, 1938; SMITH en SHERMAN, 
1938; BROWN, 1939 en NOTTBOHM, 1940). Door HARE en door 
FRY werden zelfs enkele ziektegevallen bij menschen met 
doodelijken afloop genoemd, waarbij deze streptococcen wer-
den gei'soleerd. Men zou nu op grond van deze waarnemingen 
geneigd zijn om verband te zoeken tusschen de bij menschen 
geisoleerde streptococcen van groep B en Str. agalactiae. 
NOTTBOHM (1940) gaat zelfs zoo ver, dat hij een uit de keel 
van een mensch gei'soleerden stam ook Str. agalactiae noemt. 
Dit lijkt echter eenigszins voorbarig. Bij streptococcen van 
groep C is het immers reeds algemeen erkend, dat deze groep 
in meerdere biochemische soorten uiteenvalt (Str. pyogenes Ca 
en Ch, Str. equi, Str. dysgalactiae). Er is geen enkele reden 
om aan te nemen, dat dit bij groep B niet het geval zou kunnen 
zijn. BROWN (1939) gaf reeds een dergelijken gedachtengang 
aan en wees er daarbij op hoe lang het geduurd heef t, voordat 
reacties gevonden waren, waarmede Str. pyogenes (A) onder-
scheiden kon worden van Str. pyogenes (Ca) en (Ch). 
De streptococcen van groep B (Str. agalactiae), zooals deze 
bij de mastitis van het rund voorkomen, vertoonen een groot 
aantal volkomen constante kenmerken. Worden dus uit ander 
materiaal dan rundermelk streptococcen gei'soleerd, die slechts 
voor een van deze kenmerken afwijkingen vertoonen, dan 
moet dit reeds een reden zijn om deze streptococcen niet dan 
na een diepgaand onderzoek tot dezelfde soort te rekenen. 
Uit de onderzoekingen van BROWN (1939) blijkt nu, dat de 
meeste stammen van groep B van menschelijken oorsprong 
geen lactose splitsen en over het geheel genomen virulenter 
zijn voor muizen dan Str. agalactiae. Dit zijn dus reeds twee 
belangrijke punten van verschil. Op grond van theoretische 
overwegingen mag dus niet zonder meer aangenomen worden, 
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dat de bij menschen gei'soleerde streptococcen van groep B tot 
de soort Str. agalactiae behooren. 
Bij eigen onderzoekingen bleek, dat biochemisch sterk af-
wijkende streptococcen kunnen voorkomen, die een praecipi-
tatiereactie met serum voor groep B geven. Vooral uit ander 
materiaal dan rundermelk werden nogal eens dergelijke stam-
men geisoleerd. Bij vier van deze stammen werd door absorptie-
proeven aangetoond, dat de waargenomen praecipitatie met 
dit serum als een krachtige nevenreactie moest worden be-
schouwd (tabel 2) . Een van de stammen was eveneens geiso-
leerd uit van menschen afkomstig materiaal en vertoonde 
inderdaad in verscheidene biochemische eigenschappen over-
eenkomst met Str. agalactiae (tabel 1), Alle vier de genoemde 
stammen konden echter door de hydrolyse van aesculine of 
door de aantasting van raffinose of inuline van Str. agalactiae 
onderscheiden worden, evenals nog een tweetal van dergelijke 
stammen, waarmede geen absorptieproeven werden verricht. 
Hieruit volgt dus, dat men — indien geen uitvoerige bio-
chemische onderzoekingen en geen absorptieproeven worden 
vermeld — de grootste reserve in acht moet nemen tegenover 
mededeelingen over het voorkomen van streptococcen van 
„groep B" of „Str. agalactiae99 in ander materiaal dan runder-
melk. Het is nu wel zeer merkwaardig, dat bij de 2 door HARE 
(1935) genoemde gevallen van infecties door streptococcen 
van groep B met doodelijken afloop bij menschen een tamelijk 
volledig biochemisch onderzoek werd toegepast, doch juist het 
gedrag van de streptococcen ten opzichte van aesculine, raf fi-
nose en inuline niet werd vermeld. Door FRY (1938), die naar 
het schijnt slechts 1 nieuw geval beschreef, werden in het 
geheel geen biochemische eigenschappen van de betrokken 
streptococcen vermeld. Het moet dus ernstig betwijfeld wor-
den of bij de onderzoekingen van HARE en FRY werkelijk wel 
streptococcen van groep B werden gei'soleerd. 
Bij het meerendeel der in de literatuur beschreven gevallen 
werden deze streptococcen gei'soleerd uit materiaal, dat af-
komstig was van volkomen gezonde menschen. Vooral BROWN 
(1939) onderzocht een groot aantal stammen. Zelfs indien dus 
bij de onderzoekingen van HARE en FRY werkelijk strepto-
coccen van groep B werden geisoleerd, blijft het aantal ge-
vallen met doodelijken afloop uiterst gering tegenover het 
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totale aantal stammen, dat afkomstig was uit materiaal van 
gezonde menschen. BROWN acht de infecties door deze strepto-
coccal meer van belang in verband met het gevaar voor het 
overbrengen van de infectie van menschen op runderen, dan 
omgekeerd. 
Mede op grond van bovengenoemde overwegingen meen ik 
aan de oude opvatting vast te mogen houden, dat Str. aga-
lactiae, zooals deze bij de mastitis van het rund wordt waar-
genomen, volkomen ongevaarlijk is voor den mensch. 
Str. dysgalactiae. 
Bij het biochemische en serologische onderzoek van 175 stam-
men van Str. dysgalactiae bleek deze streptococcensoort niet 
volkomen aan de oorspronkelijk door DIERNHOFER (1930) en 
S. J. EDWARDS (1932) beschreven eigenschappen te zijn ge-
bonden. Zoowel voor de groeiwijze in bouillon als voor de 
hydrolyse van natrium-hippuraat en de splitsing van salicine 
bleek de beschrijving wat soepeler gesteld te moeten worden. 
Ook de beschrijving van het gedrag in lakmoesmelk door 
SEELEMANN (1939) bleek niet in overeenstemming te zijn met 
de werkelijkheid. Hierdoor werd het biochemische onderscheid 
tusschen Sir. agalactiae en Str. dysgalactiae uiterst vaag, zoodat 
het zeer waarschijnlijk is, dat deze beide streptococcensoorten 
bij vroegere onderzoekingen herhaaldelijk verward zullen zijn 
en met name Str. dysgalactiae voor Str. agalactiae zal zijn aan-
gezien. Hier tegenover kan echter een nieuw kenmerk aan-
gegeven worden, waardoor de bovengenoemde kans op ver-
warring tot een minimum teruggebracht wordt. Op paarden-
serum-agar veroorzaken de kolonien van Str. dysgalactiae 
namelijk in 95 % der gevallen een troebeling in de agar, die 
bij Str. agalactiae nooit voorkomt. Door middel van het sero-
logische onderzoek bleek een scherpe scheiding tusschen beide 
streptococcensoorten mogelijk te zijn, zoodat een doeltref fende 
controle van de waargenomen afwijkingen en van het nieuw-
gevonden kenmerk mogelijk was. Op grond van deze onder-
zoekingen kan Str. dysgalactiae als volgt worden beschreven: 
De kolonien op paardenserum-agar zijn nooit slijmig, terwijl 
onder de kolonien nagenoeg steeds een troebeling in de agar 
veroorzaakt wordt. De bouillonculturen zijn meestal troebel, 
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doch uitzonderingen komen voor. Aesculine wordt niet ge-
splitst. Natrium-hip puraat wordt niet of slechts zwak gehy-
drolyseerd. In steekculturen wordt geen baemolyse veroor-
zaakt. Lakmoesmelk wordt rood gekleurdy waama in veel 
gevallen een meest zwakke stremming volgt. Gewoonlijk treedt 
in bet onderste gedeelte van bet buisje volledige reductie van 
de lakmoes op (y,wit voet)e")y doch deze reductie kan ook 
achterwege blijven of een grooter gedeelte van de reageerbuis 
beslaan. Saccharose en trehalose word en steeds ge split st; 
raffinosey man niet, inuline en arbutine word en niet aangetast. 
Sorbiet wordt door ruim de helft der stammen ontleed en ook 
salicine blijft niet steeds onaangetast. Met serum voor groep C 
wordt een positieve praecipitatiereactie verkregen. 
In deze beschrijving is het gedrag ten opzichte van sorbiet 
opgenomen, daar de helft der stammen hierdoor definitief van 
Sir. agalactiae kan worden onderscheiden. 
Uit de verzamelde statistische gegevens bleek, dat de strepto-
coccenmastitis van het rund in een niet te verwaarloozen 
aantal gevallen door Str. dysgalactiae veroorzaakt werd. De 
mastitis bleek vooral in den nazomer en in den herfst veel-
vuldig voor te komen, zoodat het gemiddelde aantal monsters 
met Str. dysgalactiae in de tweede helft van het jaar, berekend 
over 3 jaren, tot 20 % van het totale aantal monsters met 
mastitisstreptococcen steeg. 
Het is wel zeer opvallend, dat nergens in de literatuur een 
zoo hoog percentage monsters met Str. dysgalactiae wordt 
vermeld. Zoo wordt bijvoorbeeld in geen enkele publicatie van 
KLIMMER en HAUPT het voorkomen van deze bacterie ge-
noemd. SEELEMANN (1941-a) rekent haar tot de minder 
„bekende" streptococcensoorten en acht zelfs Str. pyogenes 
(Ca) (die bij de in deze studie beschreven onderzoekingen in 
nog geen 2 % der streptococcenmonsters voorkwam) van 
meer belang. Bij proefnemingen met de door deze onder-
zoekers voor het aantoonen van mastitisstreptococcen aanbe-
volen voedingsbodems bleek hiervan de oorzaak. Op de saccha-
rose-agar volgens KLIMMER, HAUPT en ROOTS (1928) kwam 
een aantal stammen van Str. dysgalactiae niet tot ontwikkeling. 
Van de overige stammen veroorzaakte bovendien een gedeelte 
geen geelkleuring van de agar, zoodat deze stammen voor 
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Str. lactis aangezien zullen zijn. Ook in paardenvleeschbouillon 
kwam een aantal stammen van Str. dysgalactiae niet tot ont-
wikkeling, zoodat niet verwacht mag worden, dat deze 
stammen op agar van overigens dezelfde samenstelling 
(„SEELEMANN-agar") wel gegroeid zouden zijn. Op deze 
laatste agarsoort is zij bovendien niet als zoodanig te her-
kennen, zoodat volkomen afgegaan moet worden op het 
verdere biochemische onderzoek, waarbij zooals in het voor-
gaande bleek gemakkelijk yerwarring met Str. agalactiae kan 
plaats hebben. Deze opvatting wordt nog ondersteund door 
de mededeeling van SEELEMANN (1939), dat Str. dysgalactiae 
slechts zelden stremming van lakmoesmelk zou veroorzaken. 
Wanneer SEELEMANN deze uitspraak thans herroept (1941-c), 
mag dit hoofdzakelijk aan de verandering in samenstelling van 
de lakmoesmelk geweten worden. 
De kans op miswijzingen werd nu bij het eigen onderzoek 
door het gebruik van paardenserum-agar tot een minimum 
gereduceerd. Op deze agar werd niet alleen een uitstekende 
groei van alle mastitisstreptococcen verkregen, doch werd, 
zooals uit de voorgaande beschrijving blijkt, door de troebeling 
van de agar onder de kolonien, zelfs op verontreinigde 
of spaarzaam gegroeide culturen reeds onmiddellijk de aan-
wijzing verkregen, dat Str. dysgalactiae aanwezig was. In de 
weinige gevallen waarbij het onderzoek van de serum-agar-
kolonie geen afdoende resultaten opleverde, waren vergissingen 
uitgesloten door het bovendien toegepaste serologische onder-
zoek. Het is dus geoorloofd om de gevolgtrekking te maken, 
dat het percentage voorkomende gevallen van mastitis door 
deze streptococcensoort tot nog toe ernstig onderschat werd, 
daar op de meest gebruikte voedingsbodems een aantal stam-
men niet tot ontwikkeling kwam en verder de middelen ont-
braken om haar snel en zeker van Str. agalactiae te onder-
scheiden. 
Daar tot op heden geen mededeelingen bekend zijn over het 
isoleeren uit ander materiaal dan rundermelk, is Str. dys-
galactiae door de bovengenoemde waarnemingen gekarakteri-
seerd als een echte mastitisstreptococ. 
In de literatuur wordt niet nader ingegaan op de vraag of 
Str. dysgalactiae gevaar oplevert voor den mensch. Vermoe-
delijk werd meest stilzwijgend aangenomen, dat zij onge-
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vaarlijk is. Ze werd bovendien nooit uit van menschen 
afkomstig materiaal ge'isoleerd, zoodat aangenomen mag wor-
den, dat bovengenoemde veronderstelling juist is. 
Str. uberis. 
Bij het serologische en biochemische onderzoek van 8 3 stam-
men van Str. uberis bleken enkele van de door S. J. EDWARDS 
(1932) beschreven kenmerken niet steeds volkomen op te 
gaan. Verscheidene stammen splitsten geen inuline, terwijl de 
hydrolyse van natrium-hippuraat soms zoo zwak was, dat deze 
bij de gebruikelijke methoden van onderzoek niet of nauwelijks 
waarneembaar was. Sommige stammen lieten bouillon lielder. 
Ook sorbiet, dat volgens SEELEMANN ( 1 9 4 1 - C ) steeds gesplitst 
zou worden, werd door eenige stammen niet aangetast. Door 
middel van praecipitatie- en absorptieproeven met een groep-
specifiek serum voor Str. uberis, kon aangetoond worden, dat 
streptococcen, die de genoemde biochemische afwijkingen 
vertoonen, inderdaad als stammen van Str. uberis beschouwd 
mogen worden. 
Str. uberis moet dus als volgt beschreven worden: 
De kolonien op paatdenser-um-agar vertoonen geen typische 
kenmerken. Xij gelijken veel op de kolonien van Str. agalactiae 
en zijn zelfs een enkele maal dradentrekkend. Ook een troe-
beling in de agar onder de kolonien kan in sporadische gcvallen 
voorkomen. De bouillonculturen zijn meestal troebel, dock 
uitzonderingen komen voor. Aesculine wordt gehydrolyseerd; 
natrium-hippuraat eveneens, dock de hydrolyse hiervan is soms 
uiterst zwak en de reactie zal dan als negatief beoordeeld 
worden. In steekculturen wordt geen haemolyse veroorzaakt. 
Lakmoesmelk wordt meestal rood gekJeurd, doch slechts zelden 
geheel tot stremming gebracht; soms treedt onder in het buisje 
eenige reductie van de lakmoes op (>ywit voetje"). Saccharose, 
salicine, man niet, trehalose en arbutine worden gesplitst, raffi-
nose wordt niet aangetast. Sorbiet en inuline worden niet altijd 
ontleed. Het meerendeel der stammen van Str. uberis geeft een 
praecipitatiereactie met groep-specifiek serum voor Str. uberis. 
De waarneming van aesculine-splitsende stammen, die van 
de beschrijving van Str. uberis door S. J. EDWARDS afwijken, 
is niet nieuw. LITTLE (1939-a, 1940) wees reeds op het voor-
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komen van „atypische" aesculinesplitsende streptococcen. 
Daar het serologische onderzoek niet werd toegepast, wist hij 
echter geen verband te leggen tusschen deze atypische strepto-
coccal en Str. uberis. Verder heeft ook de waarneming van 
groep-specifieke antigenen bij Str. uberis in de Amerikaansche 
literatuur een precedent. Hoewel STABLEFORTH (1932) en 
SEELEMANN (1941-a) beide tot de conclusie kwamen, dat 
Str. uberis geen groep-specifieke antigenen zou bezitten, 
vonden PLASTRIDGE en HARTSELL (1937), dat een aantal sero-
logisch onderzochte stammen van Str. uberis een praecipitatie-
reactie gaf met serum voor groep E. 
Wanneer men nu de hierboven gegeven beschrijving van 
Str. uberis vergelijkt met de gegevens over streptococcen van 
groep E, die SEELEMANN ( 1 9 4 1 - C ) uit de literatuur verza-
melde, dan blijkt daaruit, dat — door de opengelaten variatie-
mogelijkheden — stammen kunnen voorkomen, die aan beide 
beschrijvingen voldoen. Ook de door GUNNISON, LUXEN, MAR-
SHALL en ENGLE (1940) uit melk gei'soleerde streptococcen 
van groep E passen, afgezien van de waargenomen haemolyse, 
geheel in de boven weergegeven beschrijving voor Str. uberis. 
In het licht van deze feiten wordt het zeer aannemelijk, dat 
bij verdere onderzoekingen zal blijken, dat Str. uberis in groep 
E moet worden ingedeeld. Hoewel het reeds lang in de bedoe-
ling lag deze hypothese aan de hand van praecipitatie- en 
absorptieproeven te toetsen, is het daartoe vereischte contact 
met Amerikaansche onderzoekers door de verwikkelingen der 
laatste jaren uitgebleven. 
Uit de verzamelde statistische gegevens bleek, dat het aantal 
monsters waarin Str. uberis werd aangetoond, in vergelijking tot 
het aantal monsters met Str. agalactiae en Str. dysgalactiae op 
den achtergrond geraakte. Str. uberis werd in verhouding meer 
dan Str. agalactiae en Str. dysgalactiae uit sterk verontreinigde 
melkmonsters gei'soleerd. Dit duidde op de mogelijkheid, dat 
Str. uberis wel eens door verontreiniging tijdens of na de 
monsterneming in de melk zou kunnen geraken. Mede in ver-
band met het zeldzamere voorkomen lijkt het daarom gewenscht 
Str. uberis als een „atypische" mastitisstreptococ te blijven be-
schouwen. Deze benaming werd vooral in de oudere literatuur 
veelvuldig gebruikt voor bij de mastitis van het rund waar-
genomen streptococcensoorten, die niet aan de beschrijving voor 
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Str. agalactiae beantwoordden (BOSMA, 1933). Hieronder was 
dus ook reeds Str. uberis inbegrepen. 
Daar mededeelingen over het voorkomen van Str. uberis of 
verwante streptococcensoorten (groep E) in ziektemateriaal 
afkomstig van menschen ontbreken, mag aangenomen worden, 
dat zij ongevaarlijk is voor den mensch. 
„Str. pyogenes". 
Bij het biochemische en serologische onderzoek van 68 uit 
melk en uiersecreet gei'soleerde stammen van Str. pyogenes (Ca) 
bleken deze, afgezien van een kleine reeds door SEELEMANN 
(1941-a) aangegeven afwijking voor de hydrolyse van natrium-
hippuraat, aan de door P. R. EDWARDS (1934 en 1935), BEN-
DIXEN (1937) en anderen gegeven beschrijving te voldoen. 
Str. pyogenes (Ca) wordt door de volgende kenmerken 
gekarakteriseerd: 
De direct uit het ziektemateriaal aangelegde culturen op 
paardenserum-agar vertoonen vaak een zeer heterogeen uiter-
lijk door het tegelijkertijd optreden van verschillende kolonie-
vormen. Bouillon wordt meestal helder gelateny doch bij enkele 
stammen is de bouilloncultuur troebel. Natrium-hip puraat 
wordt met of slechts zwak gehydrolyseerd. In steekculturen 
wordt een bijzonder krachtige haemolyse veroorzaakt. Lak-
moesmelk wordt meestal rood gekleurd, zonder stremming of 
reductie. Saccharose en sorbiet worden gesplitst; raffinose9 
manniety trehalose en inuline worden niet aangetast. Met serum 
voor groep C wordt steeds een praecipitatiereactie verkregen. 
Str. pyogenes (Ca) werd slechts zeer weinig bij de mastitis 
van het rund aangetoond. Zelfs gedurende de eerste helft van 
het jaar, waarin nagenoeg alle gevallen werden waargenomen, 
bedroeg het aantal monsters melk en uiersecreet met Str. pyo-
genes (Ca) gemiddeld slechts 3 % van het totale aantal strepto-
coccenmonsters. Het is dan ook min of meer raadselachtig op 
grond van welke overwegingen SEELEMANN (1941-a) Str. 
pyogenes (Ca) (met Str. agalactiae) tot de belangrijkste 
soorten van mastitisstreptococcen rekent. 
Hoewel Str. pyogenes (Ca) blijkens de mededeelingen in de 
literatuur bij nagenoeg alle diersoorten kan voorkomen (alge-
meene septicaemie, enz.), werd bij eigen onderzoekingen gecon-
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stateerd, dat zij vooral bij streptococceninfecties van verschil-
lenden aard bij het paard voorkwam en dat bij andere dier-
soorten in verhouding meer Str. pyogenes (Cb) werd gei'so-
leerd. Zoowel in biologisch als in biochemisch opzicht waren 
de bij het paard en andere diersoorten gei'soleerde stammen 
van Str. pyogenes (Ca) volkomen gelijk aan de uit rundermelk 
en uiersecreet gei'soleerde stammen. Op grond van deze waar-
nemingen — mede in aanmerking genomen het zeldzame voor-
komen bij de mastitis van het rund — lijkt het gewenscht om 
Str. pyogenes (Ca) met Str. nberis tot de „atypische" mastitis-
streptococcen te rekenen. De groote belangstelling, die voor 
deze streptococcensoort is getoond, mag wel hoofdzakelijk 
daaraan toegeschreven worden, dat het voor de onderzoekingen 
van LANCEFIELD (1933) en van P. R. EDWARDS (1932, 1933, 
1934, 1935) niet mogelijk was om de menschelijke Str. pyo-
genes (A) van Str. pyogenes (Ca) te onderscheiden. Sinds dit 
onderscheid wel mogelijk is, toonde NOTTBOHM (1940-b) o. a. 
door proeven op zichzelf aan, dat het drinken van rauwe melk 
van een rund met een mastitis door Str. pyogenes (Ca) geen 
nadeelige gevolgen voor den mensch heeft. Daardoor is Str. 
pyogenes (Ca) ook voor melkhygienisten niet meer van zoo-
veel belang. Men nlag daarbij echter niet vergeten, dat SVEN 
WALL (1934) bloedvergiftigingsverschijnselen waarnam bij 
wond-infecties door „Diplococcus Schutz"y waarmede ver-
moedelijk Str. pyogenes (Ca) bedoeld werd. 
Str. pyogenes (Ch) werd door mij slechts eenmaal 
uit rundermelk gei'soleerd. Op grond van verschillende over-
wegingen werd aangenomen, dat de streptococcen in dit geval 
niet in verband stonden met een mastitis, doch door veront-
reiniging in de melk waren geraakt. Het is opvallend, dat ook 
SEELEMANN en HADENFELDT (1934) een stam van „Str. pyo-
genes99 isoleerden, die tot hetzelfde biochemische type be-
hoorde en daarbij eveneens tot de conclusie kwamen, dat de 
streptococcen door verontreiniging in de melk waren geraakt. 
Nochthans schijnt Str. pyogenes (Cb) een enkele maal bij de 
mastitis van het rund voor te kunnen komen, daar van 
PLASTRIDGE onder de benaming „Str. pseudo-agalactiae" een 
dergelijke stam werd ontvangen, die bij de mastitis van het 
rund gei'soleerd zou zijn. 
Str. pyogenes (A) werd bij eigen onderzoekingen 
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niet uit melk geisoleerd. Sinds de onderzoekingen van LANCE-
FIELD (1933), EDWARDS (1935) en vooral van JUEL HENNING-
SEN en ERNST (1938) en BENDIXEN en MINETT (1938) mag het 
echter bewezen geacht worden, dat ook deze streptococ inci-
denteel bij de mastitis van het rund kan voorkomen en door 
rauwe consumptie van de melk aanleiding kan geven tot z.g. 
„melk-epidemieen" van angina of roodvonk. 
Daar zoowel van Str. pyogenes (Cb) als (A) slechts weinig 
stammen werden onderzocht, is een nadere omschrijving van 
beide streptococcensoorten hier niet op zijn plaats. De onder-
zochte stammen beantwoordden volkomen aan de in de lite-
ratuur beschreven eigenschappen. Nadere bijzonderheden zijn 
in de voorgaande studie te vinden. 
Gezien het uiterst zeldzame voorkomen van Str. pyogenes 
(Cb) en (A) zijn beide, van diergeneeskundig standpunt be-
zien, van geen belang. De beteekenis van deze streptococcen-
soorten ligt meer in het gevaar, dat zij voor de menschen 
kunnen opleveren. Hoewel Str. pyogenes (Cb) over het alge-
meen minder gevaarlijk schijnt te zijn dan Str. pyogenes (A), 
wordt toch aangenomen, dat ook deze streptococcensoort 
eenige pathogeniteit voor den mensch bezit (BROWN, 1937; 
BENDIXEN, 1937). In melk bestemd voor rauwe consumptie 
mogen deze streptococcensoorten dus onder geen voorwaarde 
voorkomen. 
Waar het nu bij eigen onderzoekingen waarschijnlijk bleek 
te zijn, dat Str. pyogenes (Cb) ook door verontreiniging in de 
melk kan geraken, terwijl bij de onderzoekingen van PELS 
LEUSDEN (1937) en JUEL HENNINGSEN en ERNST (1939) het-
zelfde bleek voor Str. pyogenes (A), zijn beide streptococcen-
soorten vooral van belang voor melkhygienisten. Deze dienen 
er dan rekening mede te houden, dat niet alleen het rund doch 
ook andere diersoorten of de mensch de bron van de infectie 
kunnen herbergen. 
Str. pyogenes (Cb) en Str. pyogenes (A) mogen in geen 
geval als normale mastitisstreptococcen beschouwd worden. 
Evenals verscheidene andere streptococcensoorten (Str. lactis, 
DIERNHOFER, 1932-b; Str. lanceolatus, ROOTS en KARLSON, 
1931; „enterococcen,, (Str. faecium), SEELEMANN en N O T T -
BOHM, 1940) kunnen zij slechts incidenteel een mastitis bij het 
rund veroorzaken. 
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Andere streptococcensoorten. 
De meeste der gei'soleerde streptococcenstammen, die niet 
tot een van de besproken soorten van mastitisstreptococcen 
bleken te behooren, konden in een van de bekende groepen 
van saprophytische streptococcen ondergebracht worden. 
Onder deze saprophyten namen melkzuurstreptococcen verre-
weg de belangrijkste plaats in. Str. acidominimus of aan Str. 
bovis verwante streptococcen werden slechts zeer weinig waar-
genomen. 
In enkele gevallen werden echter streptococcen geisoleerd, 
die niet bij een van de bekende soorten ingedeeld konden 
worden. Zoo werden eenige malen tusschenvormen tusschen 
Str. agalactiae en Str. dysgalactiae gevonden. Mede op grond 
van de waarnemingen van LITTLE ( 1 9 3 9 - C ) werd veronder-
steld, dat ook deze streptococcen, die noch met serum voor 
groep B, noch voor groep C een praecipitatiereactie gaven, 
een mastitis bij het rund kunnen veroorzaken. Het is dus 
geen bezwaar, dat deze streptococcen bij een biochemisch 
onderzoek bij Str. dysgalactiae ingedeeld kunnen worden. 
Verder werden eenige malen aesculine-splitsende strepto-
coccen geisoleerd, die niet geheel aan de beschrijving voor 
Str. uberis beantwoordden. Enkele van deze stammen geleken 
door het gedrag in lakmoesmelk veel op melkzuurstrepto-
coccen. Hoewel zij een positieve praecipitatiereactie met groep-
specifiek uberis-serum vertoonden, kon de verwantschap met 
Str. uberis, doordat de stammen ontijdig verloren gingen, niet 
bewezen worden. Dergelijke stammen zullen bij een bioche-
misch onderzoek waarschijnlijk tot de melkzuurstreptococcen 
gerekend worden. De overige stammen onderscheidden zich 
van Str. uberis door de splitsing van raffinose en gaven geen 
praecipitatiereactie met groep-specifiek uberis-serum. Daar 
wederom LITTLE (1939-a) dergelijke stammen bij een uier-
aandoening van weinig ernstigen aard isoleerde, schijnen er 
weinig bezwaren aan verbonden te zijn, dat deze bij het bio-
chemische onderzoek gemakkelijk met Str. uberis verward 
kunnen worden. 
Het aantal stammen, dat niet nauwkeurig gedifferentieerd 
kon worden, bedroeg slechts ongeveer een half procent van het 
totale aantal onderzochte streptococcenstammen. 
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Diagnostische voedingsbodem. 
Bij het onderzoek van verscheidene in de literatuur aanbe-
volen voedingsbodems bleken aan het gebruik daarvan ver-
schillende bezwaren te zijn verbonden. Het belangrijkste be-
zwaar is wel, dat verscheidene streptococcenstammen daarop 
niet tot ontwikkeling komen. De door DIERNHOFER (1930) 
aanbevolen druivensuiker-bloed-agar heeft in dit opzicht een 
betere samenstelling, doch kan slechts op zeer weinig labo-
ratoria bereid worden en is daardoor ongeschikt voor alge-
meene practische toepassing. 
Door o. a. gebruik te maken van de in het voorgaande ver-
melde gegevens, kon nu een aesculine-paardenserum-agar 
samengesteld worden, die aan de bovengenoemde bezwaren 
tegemoet komt. Waar nagenoeg alle in de literatuur aanbe-
volen voedingsbodems speciaal op het aantoonen van Str. aga~ 
lactiae georienteerd zijn, is dit de eerste maal, dat een practisch 
bruikbare*) voedingsbodem werd samengesteld, waarop van 
de beide „echte" mastitisstreptococcen (Str. agalactiae en Str. 
dysgalactiae) ongeveer 95 % der tot ontwikkeling komende 
stammen onmiddellijk met groote zekerheid herkend kan 
worden. Beschikt men over versche of geconserveerde mon-
sters, die onder steriele voorzorgen genomen zijn, dan mogen 
bovendien alle op de agar tot ontwikkeling komende aesculine-
splitsende stammen als Str. uberis beschouwd worden. 
*) Steriel paardenserum voor het gebruik in voedingsbodems kan in 
dichtgesmolten ampullen van de Rijksseruminrichting betrokken worden. 
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HANDLEIDING 
VOOR H E T AANTOONEN EN DIFFERENTIEEREN 
VAN MASTITISSTREPTOCOCCEN. 
In het voorgaande werd weliswaar een uitvoerige beschrij-
ving van de verschillende mastitisstreptococcen gegeven, doch 
men zal daaruit niet direct kunnen afleiden, hoe men bij een 
practisch onderzoek de verschillende mastitisstreptococcen op 
de eenvoudigste wijze snel zal kunnen herkennen. Teneinde 
aan het bij deze studie gestelde doel te kunnen voldoen, werd 
het daarom wenschelijk geacht, een korte handleiding samen 
te stellen voor het aantoonen en differentieeren van mastitis-
streptococcen bij practische onderzoekingen. Daartoe werd 
een determinatie-tabel samengesteld (uitslagblad II, achterin). 
Deze mag slechts toegepast worden, indien men voor het aan-
toonen van de streptococcen gebruik maakt van den in hoofd-
stuk 8, § 6 beschreven diagnostischen voedingsbodem en indien 
het te onderzoeken materiaal bestaat uit melk of uiersecreet 
van het rund. 
Men gaat dan als volgt te werk: 
I. De monsters melk en uiersecreet worden gecentrifugeerd 
en de bovenstaande vloeistof wordt afgegoten. 
II. Het verkregen sediment wordt op aesculine-paarden-
serum-agar uitgestreken (samenstelling zie hoofdstuk 8, § 6). 
Voor steriel gewonnen melkmonsters met een sediment van 
minder dan 0,5 °/oo kan volstaan worden met een buisje agar. 
Voor monsters van onbekende herkomst of met een hooger 
sediment dienen naar gelang van de omstandigheden twee tot 
vier buisjes geent te worden, waarbij de entnaald telkens in het 
condensvocht onder in elk volgend buisje afgespoeld wordt. 
Men kan in plaats van de bovengenoemde bewerkingen ook de techniek 
toepassen, die door VAN DEN BERG (1940) werd voorgesteld. Daarbij wordt 
direct in een schuin gestold buisje agar gemolken, waarna de overtollige 
melk weer verwijderd wordt, nadat deze over het agaroppervlak gevloeid is. 
De methode is in het bijzonder geschikt voor het opsporen van latente 
streptococceninfecties. 
III. Na een en na twee dagen bij 37° C. worden de op de 
agar gegroeide culturen beoordeeld. Daarbij wordt nagegaan 
of aesculine gesplitst is, of de kolonien draden-trekkend zijn, 
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of zich onder de kolonien een troebeling in de agar gevormd 
heeft en of de kolonien een kluwenachtigen vorm hebben. 
De beoordeeling van de aesculinesplitsing kan, zooals in hoofdstuk 8 
reeds werd medegedeeld, het beste onder de kwartslamp geschieden. Bij de 
beoordeeling van de kolonien op slijmigheid krijgt men — indien de 
kolonien klein zijn — de beste resultaten, als eerst wat koloniemateriaal 
bijeengestreken wordt en onderzocht wordt of daarvan met de entnaald een 
draadje getrokken kan worden. Op deze wijze kan zelfs nog een geringe 
slijmigheid aangetoond worden. Een troebeling onder de kolonien is het 
duidelijkste waar te nemen in een dunne agarlaag en bij afzonderlijke 
kolonien, dus boven in het buisje. De kolonie moet daartoe volledig van de 
agar verwijderd worden. Met waterstofperoxyde mag de kolonie geen op-
bruising geven (staphylococcen!). De kluwenachtige kolonievorm van Str. 
agalactiac wordt het beste waargenomen bij zwakke vergrooting onder den 
microscoop of met een zeer sterk vergrootende loupe. Een microscopisch 
onderzoek van het materiaal van de kluwenachtige kolonien is gewenscht. 
Daarbij dient men dan mooie streptococcen te vinden. 
A. Beschikt men over versche of geconserveerde*) mon-
sters, die onder steriele voorzorgen zijn genomen, dan blijven 
de buisjes veelal steriel. Is er een niet te verwaarloozen aantal 
kolonien gegroeid, dan is het, aangezien melkzuurstrepto-
coccen in deze monsters niet plegen voor te komen, niet noodig 
om van de aesculine-paardenserum-agar nog op andere voe-
dingsbodems over te enten. Men kan met het onderzoek van 
de kolonien op deze agar volstaan. 
In de determinatie-tabel is aangegeven hoe men een betrouw-
bare diagnose kan stellen. Men gebruikt dan uitsluitend het 
vet gedrukte gedeelte van de tabel. Worden dus bijvoorbeeld 
aesculine-splitsende stammen gevonden, dan zoekt men het 
vet gedrukte teeken achter deze eigenschap op en leest boven 
aan de kolom waarin dit teeken geplaatst is af, dat Str. uberis 
is aangetoond. 
Men mag verwachten, dat op deze wijze ongeveer 94 % der 
op de agar tot ontwikkeling komende mastitisstreptococcen 
kan worden herkend (zie hoofdstuk 8, § 6). 
De mastitis door Str. pyogenes (Ca) komt zoo zelden voor, dat deze bij 
een practisch onderzoek verwaarloosd kan worden. Interesseert men zich 
echter toch voor deze streptococcensoort, dan is het gewenscht er op te 
letten of de culturen een heterogeen uiterlijk vertoonen. Beantwoorden de 
*) Blijkens jarenlange ervaring aan de Rijksseruminrichting is een con-
serveering met V12 % boorzuur uiterst doelmatig. 
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waargenomen kolonievormen aan de beschrijving in hoofdstuk 4, § 2, dan 
is nog een microscopisch onderzoek van het materiaal van de kolonien 
noodzakelijk, waarbij Gram-positieve coccen (eventueel streptococcen) 
moeten worden waargenomen (zie fotopagina 2b en 2c). 
Een nader onderzoek ter bepaling van de soort blijft dan echter steeds 
wenschelijk. Daarvoor kan verwezen worden naar hetgeen hierover in het 
volgende onder C wordt medegedeeld. 
B. Beschikt men niet over versche of op de juiste wijze 
gewonnen en geconserveerde monsters, dan is een kort aan-
vullend onderzoek van alle aesculine-splitsende stammen be-
slist noodzakelijk. De stammen, die geen aesculine splitsen en 
draden-trekkende kolonien bezitten, een troebeling in de agar 
veroorzaken of een kluwenachtigen kolonievorm vertoonen, 
kunnen echter nog steeds zonder nader onderzoek direct op 
de agar herkend worden. De overige stammen, die geen 
aesculine splitsen, doch niet dadelijk op de agar herkend 
kunnen worden („restgroep"), zouden evenals onder III A als 
„ondefinieerbaar" (hier beter als „saprophyten") afgevoerd 
kunnen worden. Waar men echter voor het onderzoek van de 
aesculine-splitsende stammen toch over een tweeden voedings-
bodem moet kunnen beschikken, is er geen bezwaar aan ver-
bonden om ook bij deze „restgroep" een kort aanvullend 
onderzoek toe te passen. Men gaat dan als volgt te werk: 
IV. De stammen, die op aesculine-paardenserum-agar niet 
zonder meer te herkennen zijn („restgroep"), als ook alle 
aesculine-splitsende stammen, worden in lakmoesmelk over-
geent. De lakmoesmelk mag slechts met een geringe hoeveel-
heid materiaal van een agarkolonie geent worden en moet 7 % 
lakmoesoplossing volgens KUBEL en TIEMANN bevatten (Tweede 
deel, hoofdstuk 2, § 4) . Na een of meer dagen bij 37° C. be-
waard te zijn, wordt ze op stremming en reductie beoordeeld. 
Onder volledige reductie wordt verstaan, dat een totale ontkleuring 
van de lakmoes optreedt, uitgezonderd in de bovenste millimeters van de 
kolom melk; onder gedeeltelijke reductie een totale ontkleuring in een 
(meestal klein) gedeelte van de kolom melk („wit voetje"). De eind-
beoordeeling geschiedt na volledige stremming of bij uitblijvende stremming 
na 5 dagen. 
Bij de beoordeeling van de resultaten maakt men nu, behalve 
van het vet gedrukte gedeelte, ook van het normaal gedrukte 
gedeelte van de determinatie-tabel gebruik. Men zoekt dan 
achter het vak in de tabel, waarop men uitgekomen is, het 
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eenige normaal- of vet gedrukte teeken op en leest boven aan 
de kolom de streptococcensoort af. Heeft men bijvoorbeeld 
een streptococcenstam gei'soleerd, die geen aesculine splitst en 
waarvan de kolonien geen bijzondere kenmerken vertoonen 
(„restgroep") en veroorzaakt deze stam noch stremming, noch 
reductie van lakmoesmelk, dan vindt men in het vak achter 
„geen reductie" een normaal gedrukt teeken in de kolom voor 
Sir. pyogenes (Ca). 
Het onderzoek in lakmoesmelk kan desgewenscht ook uitgevoerd worden 
voor stammen, die uit de onder A genoemde monsters gelsoleerd worden. 
Op deze wijze kunnen dan de streptococcen uit de „restgroep" nog nader 
gedifferentieerd worden, waardoor het percentage van de op de agar tot 
ontwikkeling komende mastitisstreptococcen, dat herkend kan worden, nog 
belangrijk verhoogd wordt. 
C. Acht men het bezwaarlijk, dat bij de hiervoor beschreven 
methoden van onderzoek Sir. pyogenes (Ca) niet steeds als 
zoodanig herkend wordt, doch veelal tot een van de andere 
soorten van mastitisstreptococcen gerekend wordt, dan kan 
men deze en eventueel sporadisch nog mogelijke andere on-
nauwkeurigheden uitschakelen door de volgende aanvulling 
van het onderzoek: 
V. Blijkt uit den kleinen druk in de determinatie-tabel, dat 
na het onder III en IV beschreven onderzoek nog een nauw-
keuriger differentiatie van den geisoleerden streptococcenstam 
mogelijk is, dan wordt deze stam in een of meer andere media 
overgeent. Men dient daarvoor behalve lakmoesmelk ook 
bloedagar (in schuin gestolde buisjes), raffinosebouillon, 
trehalosebouillon en hippuraatbouillon in voorraad te hebben. 
Voor de samenstelling van deze voedingsbodems kan naar het 
Tweede deel, hoofdstuk 2, §§ 3—5, en naar het Derde deel, 
hoofdstuk 6, § 4 verwezen worden. 
Een dergelijk onderzoek komt uit den aard der zaak alleen in aanmerking 
voor beter geoutilleerde laboratoria. 
De stcekculturen in bloedagar kunnen reeds na 1 dag beoordeeld worden. 
De eindbeoordeeling van de zuurvorming uit koolhydraten kan, indien men 
volgens het gegeven voorschrift gebruik maakt van serumbouillon, na drie 
dagen geschieden. De hydrolyse van het natrium-hippuraat wordt beoordeeld 
door aan 1 ccm van de 3 dagen oude culturen 0,3 a 0,4 ccm zoutzure 
ferrichloride-oplossing toe te voegen (volgens het bij den voedingsbodem 
gegeven voorschrift). Een blijvend vlokkig neerslag wijst dan op de splitsing 
van natrium-hippuraat. 
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Zooals uit de determinatie-tabel blijkt, is het aantal media, 
waarop overgeent moet worden, afhankelijk van de resultaten 
van de voorgaande onderzoekingen. Zoo behoeven bijvoorbeeld 
aesculine-splitsende stammen, die lakmoesmelk zonder reductie 
tot stremming brengen, verder nog slechts in raf f inosebouillon 
overgeent te worden. Bij stammen, die geen aesculine splitsen 
en draden-trekkende, gladde kolonien hebben, kan met een 
onderzoek in lakmoesmelk volstaan worden, enz. Het maximale 
aantal media, waarop (lakmoesmelk inbegrepen) nog overgeent 
moet worden, is drie. Het gebruik van de determinatie-tabel 
behoeft in dit geval geen naderen uitleg. Zij wordt in haar 
geheel gebruikt. 
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S A M E N V A T T I N G . 
Bij het dagelijksche onderzoek van melk en uiersecreet naar 
de aanwezigheid van mastitis-veroorzakende microorganismen 
bleek het wenschelijk te zijn een nieuwen voedingsbodem samen 
te stellen, waarop in het bijzonder de belangrijkste mastitis-
streptococcen onmiddellijk als zoodanig herkend zouden 
kunnen worden. Daartoe was het noodzakelijk eerst de eigen-
schappen van deze streptococcen uitvoerig te bestudeeren. Bij 
deze studie werden herhaaldelijk stammen waargenomen, die 
in enkele opzichten van de in de literatuur beschreven soorten 
afweken. Het werd daardoor noodzakelijk de studie van de 
streptococcen in verschillende richtingen uit te breiden. De 
resultaten van al deze onderzoekingen kunnen als volgt samen-
gevat worden: 
I. De door SEELEMANN beschreven „kluwenachtige" kolonie-
vorm van Streptococcus agalactia* bleek van beteekenis te 
kunnen zijn voor een snelle herkenning van dezen mastitis-
verwekker. De genoemde kolonievorm onderscheidt zich van 
den gladden vorm en van de meeste andere streptococcen-
soorten door de duidelijke streptococcenstructuur in het 
microscopische praeparaat van de kolonien. Voor een snelle 
herkenning is echter de door DIERNHOFER genoemde slijmige 
consistentie van de kolonien van meer beteekenis (III, 1, 2) . 
Deze slijmigheid bleek door verschillende factoren bei'nvloed 
te worden. Daarmede dient bij de samenstelling van den 
voedingsbodem rekening gehouden te worden (III, £, 5, 
figuur V) . 
II. Nagenoeg alle stammen van Streptococcus dysgalactiae 
veroorzaken een troebeling onder de kolonien op serumagar 
(III, 2, 2). Dit nieuwe kenmerk is van veel beteekenis voor 
een snelle en zekere herkenning van deze streptococcensoort 
(III, Handleiding). In tegenstelling met andere onderzoekers 
werd waargenomen, dat een aantal stammen een (meestal 
zwakke) hydrolyse van natriumhippuraat veroorzaakt en dat 
ook herhaaldelijk een langzame zuurvorming uit salicine voor-
komt (III, 2, 4) . Door reciproque absorptieproeven werd de 
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waarneming van LITTLE bevestigd, dat Str. dysgalactiae tot de 
serologische groep C volgens LANCEFIELD behoort (III, 2, J ) . 
Het aantal gevallen van uierontsteking door deze strepto-
coccensoort Week niet onderschat te mogen worden. De 
mastitis treedt vooral in de tweede helft van het jaar op den 
voorgrond (III, 7, 3 en 4; figuur I, II en III). Mede wegens de 
goede genezingskansen van deze uieraandoening is dus bij het 
bacteriologische onderzoek een scheiding tusschen Str. agalac-
tiae en Str. dysgalactiae gewenscht. 
III. In tegenstelling met de oorspronkelijke waarnemingen 
van EDWARDS werd aangetoond, dat een aantal stammen van 
Streptococcus uheris geen zuur vormt uit inuline. De hydrolyse 
van natriumhippuraat is bovendien in verscheidene gevallen 
uiterst zwak (III, 3 ,4) . Hoewel SEELEMANN aangeeft, dat voor 
deze streptococcensoort geen groep-specifiek serum zou zijn 
te bereiden, werd aangetoond, dat bij ruim 60 % der onder-
zochte stammen groep-specifieke praecipitinogenen aanwezig 
zijn. Groep-specifieke sera kunnen echter slechts bereid worden 
met stammen, die geen type-specifieke praecipitinogenen be-
vatten (III, 3, 5). Het verloop van de mastitis door deze 
streptococcensoort, die slechts betrekkelijk weinig voorkomt, 
is niet zoo goedaardig als o. a. door EDWARDS werd aangegeven. 
De in de melk veroorzaakte afwijkingen zijn gemiddeld 
minstens even ernstig als bij de mastitis door Str. agalactiae 
(111,7, 5; figuur IV). 
IV. De uierontsteking door Streptococcus pyogenes (Ca) 
werd nagenoeg uitsluitend in de eerste helft van het jaar waar-
genomen, doch kwam ook dan nog zelden voor (III, 7, 4; 
figuur I en II) . Streptococcus pyogenes (Ch) werd slechts 
eenmaal uit rundermelk ge'isoleerd, doch niet in verband met 
uierontsteking (III, 4, 5). Voor deze beide haemolytische 
streptococcen van groep C wordt een systematisch juiste 
nomenclatuur voorgesteld, namelijk Streptococcus pyosepticus 
var. animalis voor den met „Ca" aangeduiden sorbiet-aantas-
tenden vorm en Streptococcus pyosepticus var. humanus voor 
den met „Ch" aangeduidentrehalose-splitsenden vorm (1,1,1). 
Bij het onderzoek van eenige duizenden monsters melk en 
uiersecreet kon Streptococcus pyogenes Rosenbach, die in deze 
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studie steeds als Str. pyogenes (A) is aangeduid, niet geisoleerd 
worden (III, 5, 1). 
V. De afwijkende resultaten, die door NOTTBOHM en door 
SEELEMANN bij de zuurvorming uit trehalose door Str. dys-
galactiae en Str. pyogenes (A) en (Ch) werden waargenomen, 
konden niet bevestigd worden. Het bleek daarentegen, dat met 
een praeparaat, dat onder den naam ^trehalose" in den handel 
was, doch dat bij een nader onderzoek in het geheel geen 
trehalose bleek te zijn, dezelfde resultaten werden verkregen, 
die door genoemde onderzoekers worden vermeld (III, 6, 5; 
tabel 15 en 16). 
VI. Ondanks de invoering van sterke vereenvoudigingen 
bij de bereiding van de streptococcenextracten (II, 3, 3) bleek 
het serologische onderzoek door de moeilijkheden, die zich bij 
de bereiding van de groep-specifieke sera voordeden, nog 
weinig toegankelijk te zijn voor algemeen gebruik. Niettemin 
mag het serologische onderzoek bij een diepgaande studie van 
de streptococcen niet ontbreken. Worden bij het serologische 
onderzoek resultaten verkregen, die niet volledig in overeen-
stemming zijn met die van het daarnaast steeds toe te passen 
biochemische onderzoek, dan is het beslist noodzakelijk om 
absorptieproeven te verrichten (III, 6, 6). 
VII. In den loop van de onderzoekingen bleek, dat paarden-
serum-agar een uitstekende voedingsbodem voor het isoleeren 
van mastitisstreptococcen is (III, 8, 4) . Door de toevoeging 
van aesculine wordt deze agar buitengewoon geschikt voor 
diagnostische doeleinden. Nagenoeg alle stammen van Str. aga-
lactiae en Str. dysgalactiae zijn daarop dan onmiddellijk te her-
kennen, evenals onder bepaalde omstandigheden alle stammen 
van Str. uberis (III, 8, 6). Door gebruik te maken van de 
bijzonderheden, die bij de studie van de verschillende strepto-
coccensoorten waren gebleken, kon voor het practische gebruik 
van dezen nieuwen voedingsbodem een eenvoudige hand-
leiding uitgewerkt worden (III, Handleiding). 
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ZUSAMMENFASSUNG. 
Der taglichen Untersuchung von Milch und Eutersekret 
auf die Anwesenheit von Mikroorganismen der Euterentziin-
dung entsprang der Wunsch einen neuen Nahrboden herzu-
stellen, auf dem sich im besonderen die wichtigsten Mastitis-
streptokokken herausfinden lieszen. Es war dazu notwendig 
zuerst die Eigenschaften dieser Streptokokken eingehend zu 
studieren. Wahrend dieses Studiums wurden ofters Stamme 
beobachtet, die einigen Eigenschaften der in der Literatur 
beschriebenen Arten nicht entsprachen. Das Studium der 
Streptokokken muszte also in verschiedenen Richtungen aus-
gedehnt werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen konnen 
wie folgt zusammengefaszt werden: 
I. Es zeigte sich, dasz die von SEELEMANN beschriebene 
„knauelwickelartige" Kolonienform von Streptococcus aga-
lactiae Bedeutung haben kann fur eine schnelle Erkennung 
dieses Mastitiserregers. Die genannte Kolonienform unter-
scheidet sich von der glatten Form und von den meisten andern 
Streptokokkenarten durch einen deutlichen Streptokokken-
struktur im mikroskopischen Praparaten der Kolonien. Fur 
eine schnelle Erkennung kommt aber der von DIERNHOFER 
erwahnten „schleimig-ziigigen" Beschaffenheit der Kolonien 
eine groszere Bedeutung zu (III, 1> 2) . Es zeigte sich, dasz diese 
Schleimigkeit von verschiedenen Faktoren beeinfluszt wird. 
Bei der Herstellung des Nahrbodens soil dieser Tatsache Rech-
nung getragen werden (III, 8, 5; Figur V) . 
II. Nahezu alle Stamme von Streptococcus dysgalactiae 
rufen eine Triibung des Serumagars unter den Kolonien her-
vor (III, 2,2). Dieses neue Kennzeichen ist sehr wertvoll fur 
eine schnelle und sichere Erkennung dieser Streptokokkenart 
(III, Handleiding). Im Gegensatz zu andern Forschern wurde 
beobachtet, dasz einige Stamme eine (meist schwache) Hydro-
lyse von Natriumhippurat verursachen und dasz ofters auch 
eine langsame Saurebildung aus Salicin stattfindet (III, 2, 4) . 
Mittels reziproker Absorptionsversuche wurde die Beobachtung 
LITTLE'S bestatigt, dasz Sir. dysgalactiae zur serologischen 
Gruppe C nach LANCEFIELD gehort (III, 2, 5). Die Anzahl 
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der Falle von Euterentziindung durch Str. dysgalactiae darf 
nicht unterschatzt werden. Besonders in der zweiten Halfte 
des Jahres tritt diese Mastitis stark in den Vordergrund (III, 
7, 3 und 4; Figur I, II und III) . Da sie auszerdem gute Aus-
sichten auf Heilung darbietet, so erscheint die Differenzie-
rung von Str. agalactiae und Str. dysgalactiae erwiinscht. 
III. Im Gegensatz zu den urspriinglichen Beobachtungen 
von EDWARDS zeigte es sich, dasz einige Stamme von Strepto-
coccus uberis keine Saure bilden aus Inulin. Auszerdem ist in 
mehreren Fallen die Hydrolyse von Natriumhippurat auszerst 
schwach (III, 3, 4) . Obwohl SEELEMANN behauptet, dasz fur 
diese Streptokokkenart kein gruppenspezifisches Serum her-
zustellen sei, wurde gezeigt, dasz in gut 60 % der unter-
suchten Stamme gruppenspezifische Pracipitinogene vor-
kamen. Gruppenspezifische Seren konnen aber nur her-
gestellt werden mit Hilfe von Stammen, die keine type-
spezifische Pracipitinogene enthalten (III, 3y 5). Der Verlauf 
der von dieser Streptokokkenart hervorgerufenen Mastitis, 
die nur verhaltnismaszig selten vorkommt, ist nicht so gut-
artig wie u. a. von EDWARDS angegeben wird. Die in der 
Milch verursachten Abweichungen sind im Durchschnitt 
mindestens ebenso bedeutsam wie bei der Mastitis durch Str. 
agalactiae (III, 7, 5; Figur IV). 
IV. Die von Streptococcus pyogenes (Ca) hervorgerufene 
Euterentziindung wurde nahezu ausschlieszlich in der ersten 
Jahreshalfte beobachtet, war aber auch dann noch selten 
(III, 7 ,4; Figur I und II) . Streptococcus pyogenes (Ch) wurde 
nur einmal aus Kuhmilch geziichtet, aber nicht in Zusammen-
hang mit einer Euterentziindung (III, 4, 5). Fur diese beiden 
hamolytischen Streptokokken der Gruppe C wird eine syste-
matisch richtige Nomenklatur vorgeschlagen, namlich: 
Streptococcus pyosepticus var. animalis fur die mit „Ca" 
angedeutete sorbitvergarende Form und Streptococcus pyo-
septicus var. humanus fur die mit „Ch" angedeutete trehalose-
vergarende Form (I, 1, 1). Bei der Untersuchung einiger 
Tausende von Milchproben gelang es nicht Streptococcus pyo-
genes Rosenbach, der in dieser Abhandlung immer mit Str. 
pyogenes (A) angedeutet wurde, herauszuziichten (III, 5, 1). 
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V. Die abweichenden Ergebnisse, die von NOTTBOHM und 
SEELEMANN bei der Saurebildung aus Trehalose durch Str. dys-
galactiae und Str. pyogenes (A) und (Ch) beobachtet wurden, 
konnten nicht bestatigt werden. Es zeigte sich im Gegenteil, 
dasz ein Muster das unter dem Namen Trehalose im Handel 
war, einer eingehenden Untersuchung nach jedoch uberhaupt 
keine Trehalose war, genau dieselben Ergebnisse aufwies, wie 
die genannten Forscher erhalten hatten (III, 6, J; Tabelle 15 
und 16). 
VI. Obwohl eine starke Vereinfachung in der Herstellung 
von Streptokokkenextracten eingefuhrt wurde (II, 3, 3), 
zeigte es sich, dasz die serologische Untersuchung einer allge-
meinen Verwendung noch kaum zuganglich war wegen 
Schwierigkeiten bei der Herstellung gruppenspezif ischer Seren. 
Dennoch darf bei einem eingehenden Studium der Strepto-
kokken die serologische Untersuchung nicht fehlen. Werden 
bei dieser Untersuchung Abweichungen erhalten, die den 
Ergebnissen der immer daneben durchzufiihrenden bioche-
mischen Untersuchung nicht entsprechen, so ist es unbedingt 
notwendig Absorptionsversuche anzustellen (III, 6, 6). 
VII. Im Laufe der Untersuchungen zeigte es sich, dasz 
Pferdeserumagar ein ausgezeichneter Nahrboden fur die Zuch-
tung von Mastitisstreptokokken ist (III, 8, 4) . Ein Zusatz von 
0,1 % Asculin macht diesen Agar auszerordentlich geeignet 
fur differenzial-diagnostische Zwecke. Nahezu alle Stamme 
von Str. agalactiae und Str. dysgalactiae sind darauf sofort zu 
erkennen. Ebenso wie unter bestimmten Umstanden alle 
Stamme von Str. uberis (III, 8> 6). Durch Beniitzung der 
Einzelheiten, die sich bei dem Studium der verschiedenen 
Streptokokkenarten zeigten, war es moglich einen einfachen 
Leitfaden fur den praktischen Gebrauch dieses neuen Nahr-
bodens auszuarbeiten (III, Handleiding). 
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SUMMARY. 
During the daily examination of milk and uddersecretion 
for the presence of microorganisms causing mastitis it proved 
to be desirable to compose a new culture-medium on which 
especially the more important mastitisstreptococci could 
immediately be recognized. Therefore it was necessary in the 
first place to study the properties of these streptococci in 
detail. During this study repeatedly strains were observed, 
which in some respects differed from the species described in 
literature. For that reason it became necessary to extend the 
study of the streptococci in different directions. The results 
of all these researches can be summarized as follows: 
I. The „clew-shaped" colonies of Streptococcus agalactiae 
as described by SEELEMANN proved to be of importance for 
a quick recognition of this causative agence of mastitis. The 
colony-type mentioned distinguishes itself from the smooth 
type and from most other kinds of streptococci by the typical 
streptococcus structure in the microscopic slide made from 
the colonies. For a quick recognition however the slimy con-
sistence of the colonies mentioned by DIERNHOFER is of more 
importance (III, 1, 2) . This sliminess was found to be in-
fluenced by several factors, which have to be taken into account 
when composing the culturemedium (III, £, 5; fig. V) . 
II. Nearly all strains of Streptococcus dysgalactiae cause a 
turbidity in serumagar underneath the colonies (III, 2, 2). 
This new characteristic is of great importance for a swift and 
sure recognition of this streptococcus (III, Handleiding). 
In contrast with other investigators it was shown, that a 
number of strains cause a (mostly weak) hydrolysis of sodium 
hippurate and also, that repeatedly a slow production of acid 
from salicin occurs (III, 2, 4) . By reciprocal absorptiontests 
the observation of LITTLE was confirmed, that Str. dysgalactiae 
belongs to LANCEFIELD'S serological group C (III, 2, 5). It 
appeared, that the number of cases of inflammation of the 
udder caused by this kind of streptococcus should not be under-
rated. Especially during the second half of the year this mastitis 
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is frequent (III, 7, 3 and 4; fig. I, II and III). Also because 
of the fair chances of recovery from this infection of the 
udder, a differentiation of Str. agalactiae and Str. dysgalactiae 
is desirable. 
III. In contrast with the original observations by EDWARDS, 
it was demonstrated, that a number of strains of Streptococcus 
uberis do not form acid from inulin. Moreover the hydrolysis of 
sodium hippurate is extremely, weak in several cases (III, 3, 4) . 
Although SEELEMANN indicates, that for streptococci of this kind 
no groupspecif ic serum could be prepared, it was demonstrated, 
that more than 60 % of the strains examined contained group-
specific precipitinogens. Group-specific sera however can only 
be prepared by using strains containing no type-specific preci-
pitinogens (III, 3, 5). The disease caused by streptococci of this 
kind, which is relatively rare, is not as mild as was indicated 
by EDWARDS and other investigators. The changes caused in 
milk are on an average at least as serious as those caused by 
Str. agalactiae (III, 7, 5; fig. IV). 
IV. The mastitis caused by Streptococcus pyogenes (Ca) 
was observed almost exclusively during the first half of the 
year, but even then its occurence was rare (III, 7, 4; fig I and 
II) . Streptococcus pyogenes (Ch) was isolated from cow-milk 
only once, but not in connection with mastitis (III, 4, 5). 
For both of these haemolytic group C streptococci a systematic-
ally correct nomenclature is suggested, viz.: Streptococcus 
pyosepticus var. animalis for the sorbitol-splitting type indic-
ated as „Ca" and Streptococcus pyosepticus var. humanus 
for the trehalose-splitting type indicated as „Ch" (I, 1, 1). 
In examining some thousands of samples of milk and udder-
secretion, Streptococcus pyogenes Rosenbach, in this study 
always indicated as Str. pyogenes (A), could not be isolated 
(HI, 5, 1). 
V. The deviating results observed by NOTTBOHM and SEELE-
MANN regarding the production of acid from trehalose by 
Str. dysgalactiae and Str. pyogenes (A) and (Ch) could not 
be confirmed. It appeared on the contrary, that with a brand, 
which was on the market under the name of „trehalose", but 
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which upon closer examination proved not to be trehalose at 
all, the same results as stated by the above-mentioned investig-
ators were obtained (III, 6, 5; table 15 and 16). 
VI. In spite of the introduction of strong simplifications 
in the preparation of the extracts of streptococci (II, 3, 3) 
serological tests still proved to be unfit for general use, because 
of the difficulties, that arose in preparing the group-specific 
sera. Nevertheless the serological tests should not be omitted 
from a thourough investigation of the streptococci. If the 
results of these tests are not entirely in agreement with those 
of the biochemical tests, which always have to be performed 
as well, it is absolutely necessary to carry out absorption-tests 
(HI, 6, 6). 
VII. In the course of the researches it appeared, that horse-
serum-agar is an excellent culture-medium for the isolation of 
mastitisstreptococci (III, 8, 4) . By the addition of 0,1 % aes-
culine this agar becomes excellently suited to diagnostical 
purposes. Nearly all strains of Str. agalactiae and Str. dys-
galactiae are to be recognised on this agar immediately as well as 
all strains of Str. uberfc under certain circumstances (III, %, 6). 
By making use of the details brought out by the study of the 
different kinds of streptococci, a simple guide could be worked 
out for the practical use of this new culture-medium (III, 
Handleiding). 
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RfiSUMt. 
Dans Pexamen quotidien de lait et de secretion de mamelle 
apres la presence de micro-organismes causant de la mammite, 
il s'est trouve qu'il etait desirable de composer un nouveau 
milieu de culture, sur lequel specialement les streptocoques de 
mammite les plus importantes pourraient etre reconnus imme-
diatement. Dans ce but il etait necessaire d'etudier d'abord en 
detail les caracteristiques de ces streptocoques. Pendant cette 
etude il fut observe plusieurs fois des souches, qui en quelques 
aspects differaient des types decrits dans la litterature. Pour 
cette raison il devenait necessaire d'etendre Petude des strepto-
coques en differentes directions. Les resultats de toutes ces 
recherches peuvent etre resumes comme suit: 
I. Les colonies en forme de „pelote", de Streptococcus 
agalactiae decrites par SEELEMANN, se sont montrees impor-
tantes pour une reconnaissance rapide de cet agent de mam-
mite. La dite forme se distingue de la forme lisse et de la plupart 
des autres types de streptocoques par la structure caracteristique 
en forme de streptocoques longues dans la preparation micro-
scopique des colonies. Pour une reconnaissance rapide cepen-
dant la consistence muqueuse des colonies, mentionnee par 
DIERNHOFER, est plus importante (III, 2, 2) . Cette mucosite 
parassait etre influencee par plusieurs facteurs, dont il faut 
tenir compte en composant le milieu de culture (III, 8, 5; 
fig. V) . 
II. Presque toutes les souches du Streptococcus dysgalactiae 
occasionnent un trouble dans l'agar-serum sous leurs colonies 
(III, 2, 2) . Cette nouvelle caracteristique est tres importante 
pour une reconnaissance rapide et sure de ce streptocoque de 
la mammite (III, Handleiding). A Poppose d'autres investiga-
teurs il a ete observe, qu'un certain nombre de souches cause 
une hydrolyse (faible dans la plupart des cas) deThippurate 
de sodium et qu'aussi tres souvent il se produit une formation 
lente d'acide au depens de salicine (III, 2 ,4) . Par des experiences 
d^bsorption reciproques Pobservation de LITTLE, que Sir. dys-
galactiae appartient au groupe serologique C de LANCEFIELD, 
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a ete affirme (III, 2, J ) . II s'est trouve, que le nombre de cas 
de mammite causee par cette espece de streptocoque ne doit 
pas etre sousestime et qu'elle se manifeste surtout dans la 
deuxieme partie de Pannee (III, 7, 3 et 4; fig. I, II et III) . 
C'est aussi a cause des bonnes chances de guerison de cette 
mammite, qu'il est desirable de differencier Str. agalactiae et 
Str. dysgalactiae dans Pexamen bacteriologique. 
III. A Poppose des observations originates de EDWARDS, il 
a ete demontre, qu'un certain nombre de souches de Strepto-
coccus nberis ne forme pas d'acide au depens d'inuline. En 
outre Thydrolyse de Phippurate de sodium en plusieurs cas est 
extremement faible (III, 3y 4) . Quoique SEELEMANN indique, 
qu'il serait impossible de preparer un serum specifique du 
groupe pour ce type de streptocoque, il a ete demontre, que 
plus de 60 % des souches examinees contenaient des precipi-
tinogenes specif iques du groupe. Des sera specif iques du groupe 
cependant ne peuvent etre prepares qu'avec des souches, qui 
ne contiennent pas de precipitinogenes specifiques du type 
(III, 3, 5). Le cours de la mammite cause par ce streptocoque, 
qui ne se produit que relativement peu, n'est pas aussi benin 
qu'il Pest indique par EDWARDS e. a. En moyenne les alterations 
causees dans le lait ne sont pas moins graves que celles de 
la mammite causee par Str. agalactiae (III, 7, 5; fig. IV). 
IV. La mammite causee par Streptococcus pyogenes (Ca) 
a ete observee presque exclusivement dans la premiere partie 
de Pannee mais meme dans cette periode elle est rare (III, 7, 4; 
fig. I et I I) . Streptococcus pyogenes (Cb) n'a ete isole du lait 
de vache qu'une seule fois, mais pas en rapport avec une 
mammite (III, 4, J ) . Pour ces deux streptocoques hemolyti-
ques du groupe C il a ete propose une nomenclature syste-
matique, c a d . : 
Streptococcus pyosepticus var. animalis pour le type Ca, 
fermentant la sorbite, et Streptococcus pyosepticus var. hu-
manus pour le type Ch, fermentant la trehalose (I, 1, 1). En 
examinant quelques milliers d'echantillons de lait et- de secre-
tion de mamelle le Streptococcus pyogenes Rosenbach, in-
dique dans cette etude comme Str. pyogenes (A), n'a pu etre 
isole (III, 5, 1). 
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V. Les resultats dif ferents observes par NOTTBOHM et par 
SEELEMANN dans la fermentation acide de la trehalose par Str. 
dysgalactiae et Str. pyogenes (A) et (Ch), n'ont pas pu etre 
affirmes. D'autre part il s'est trouve, que les resultats rap-
portes par ces investigateurs ont ete obtenus aussi avec une 
preparation, vendue sous le nom de ^trehalose", mais qui apres 
analyse s'est trouvee de ne pas etre de la trehalose du tout 
(III, 6, 5; table 15 et 16). 
VI. Malgre Introduction de grandes simplifications dans 
la preparation des extraits de streptocoques (II, 3, 3) Pexamen 
serologique s'est montre encore peu apte a Pusage universel 
a cause des dif ficultes, qui se produisaient dans la preparation 
des sera specifiques du groupe. Neanmoins Pexamen serolo-
gique ne doit pas manquer a une etude approfondie des 
streptocoques. Si Pexamen serologique donne des resultats, qui 
ne sont pas conformes a ceux de Pexamen biochimique, qui, 
lui, en tous cas doit etre effectue, alors il est absolument neces-
saire de faire des experiences d'absorption (III, 6, 6). 
VII. Dans le cours des recherches il s'est trouve que Pagar 
a serum de cheval est un excellent milieu de culture pour isoler 
les streptocoques de mammite (III, 8, 4) . Si on ajoute 0,1 % 
d'aesculine cet agar devient tres propre a des buts diag-
nostiques. Presque toutes les souches de Str. agalactiae et de 
Str. dysgalactiae sont immediatement reconnaissables la-dessus, 
ainsi que sous certain conditions toutes les souches du Str. uberis 
(III, 8, 6). En faisant usage des particularity, revelees par 
Petude des dif ferents types de streptocoques, on a pu developper 
un manuel simple pour Pusage pratique de ce nouveau milieu 
de culture (III, Handleiding). 
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STELLINGEN. 
I 
Het onderzoek naar de vorming van neerslagen in serum-
houdende agar, zooals het in dit proefschrift wordt toegepast 
ter differentiatie van mastitis-veroorzakende streptococcen, 
verdient in de bacteriologie de algemeene aandacht. 
II 
Streptococcus uberis Diernhofer behoort tot de serologische 
groep E volgens Lancefield (zie daarentegen SEELEMANN, 
1941-a). 
Ill 
Het microscopische onderzoek van het sediment van melk 
op de aanwezigheid van mastitisstreptococcen is niet doel-
treffend. 
IV 
De eischen, gesteld in artikel 17, sub c en dy respectievelijk 
sub f en g van het Besluit betreffende modelmelk, houden 
geen rekening met de practische mogelijkheden, respectievelijk 
beantwoorden niet aan het gestelde doel (Buitengewone 
Nederlandsche Staatscourant, 229A, 1940). 
V 
Indien melk voldoet aan den eisch, gesteld in artikel 13, 
sub d van het Besluit betreffende modelmelk, is daarmede geen 
waarborg verkregen, dat deze melk vrij is van Brucella abortus 
(Buitengewone Nederlandsche Staatscourant, 229A, 1940). 
VI 
De bepaling van het calciumgehalte in bloedserum volgens 
de methode van Clark en Collipp geeft noch van het totale 
calciumgehalte, noch van de in het serum aanwezige vrije 
calcium-ionen, een juisten indruk (J. Biol. Chem. 44> 55, 
1920 en 53, 3, 1922). 
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VII 
Het client te worden bevorderd, dat bij de zuivelbereiding 
hier te lande, in het bijzonder ook bij de leiding van f abrieken, 
meer landbouwkundige ingenieurs worden ingeschakeld. 
VIII 
* De graviditeitsreactie van Friedmann is om practische 
redenen te verkiezen boven die van Aschheim-Zondek. 
IX 
Het gebruik van de fluorescentie-microscoop bij het onder-
zoek van rundermelk en rundersputum op de aanwezigheid 
van Mycobacterium tuberculosis geeft meer aanleiding tot 
onbetrouwbare resultaten dan bij het onderzoek van men-
schelijk sputum. 
X 
Het is dringend noodzakelijk, dat hier te lande wettelijke 
bepalingen worden vastgesteld voor het kleuren van giftige 
ontsmettingsmiddelen tegen plantenziekten. 
